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HistorIoug. 


En 1906, Rodella [4], étudiant la microflore anaérobie jouant 
un role dans la maturation des fromages allemands dits « mous » 
ou Allgauer (Backstein et Tilsiter) et des fromages italiens dits 
« durs » (Grana, Asiago, Provolone et Caciocavallo), a isolé dans 
les premiers un Clostridium connu jusqu’ici sous le nom de 
Cl. valerianicum et dans les seconds un autre Clostridium, trés 
voisin du premier, que nous appelons Cl. caproicum [2]. ‘La seuie 
différence invoquée par cet auteur pour distinguer ces espéces 
est que le premier donne de acide valérianique comme principal 
produit de fermentation alors que le second donne de l’acide 
caproique comme produit terminal principal. 

A partir de 1940, ces deux espéces ont fait l’objet de recherches 
écologiques et biochimiques permanentes dans notre laboratoire. 
Nous. avons tout d’abord réuni une collection importante de 
souches dont la morphologie et les caractéres culturaux répon- 


(*) Manuscrit recu le 30 mai 1958. 
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daient aux descriptions de Rodella et dont la diagnose était 
purement biochimique : les souches éliquetées Cl. valerianicum 
donnaient aprés huit jours de culture en bouillon VF glucosé 
1 p. 100, un mélange d’acides volatils qui, analysé par la méthode 
de Duclaux, fournissait une courbe de distillation fractionnée 
répondant aux mélanges acétique + valérianique ol V >A; les 
souches étiquetées Cl. caproicum étaient celles qui, cultivées dans 
les mémes conditions, donnaient une courbe correspondant aux 
mélanges acétique + caproique ot C >A [8]. C’est ainsi que 
nous avons, avec divers collaborateurs, réuni une collection de 
27 souches du premier (provenant de terres vierges d’Afrique et 
d’Asie ; de sédiments lacustres et marins ; d’intestin de poisson ; 
d’infections humaines 4 germes connus ot Cl. valerianicum fai- 
sait figure de germe associé; de fromages, laits, conserves all- 
mentaires infectées, etc.) et 833 souches du second (mémes sources 
et en plus: effluent de fosse septique ; appendicite ; lagune de 
Rio de Janeiro ; intestin de Gelotrupes ; foie de cheval ; intestin 
de carpe; Terre Adélie ; [lot Tromelin) [4, 5, 6, 7]. 

Par la suite, nous avons, avec Cohen-Bazire et Cohen [8] établi 
la provenance des acides en C,;; ayant constaté leur formation 
dans les milieux sans glucose, leur production a été obtenue par 
réaction de Stickland en faisant agir des suspensions lavées non 
proliférantes de Cl. valerianicum souche A236A et de Cl. 
caproicum souche A 22 B sur la valine, la leucine et l’isoleucine, 
en anaérobiose, en présence d’autres acides aminés accepteurs 
d’hydrogene, tels que la glycine et la proline. La valine donne 
naissance a l’acide isobutyrique, la leucine a l’acide iso-valéria- 
nique et isoleucine a l’acide valérianique optiquement actif. 

Or, ces acides, en mélange avec l’acide acétique, donnent 
des courbes de distillation fractionnée indiscernables de celles 
des mélanges acétique-caproique. Par conséquent, toute la ques- 
tion du diagnostic biochimique de ces espéces restait en suspens. 
La rectification par Laserre des courbes de Duclaux pour les 
acides en C,; a permis toutefois d’affirmer que ces espéces donnent 
acide iso-valérianique et non l’acide n-valérianique. Mais le 
calcul des courbes de ]’acide caproique optiquement actif n’a pas 
permis d’affirmer sa présence parmi les acides volatils produits 
par Cl. valerianicum et Cl. caproicum. La méthode de Duclaux 
était done insuffisante pour faire un diagnostic de certitude entre 
ces espéces. 


NOUVELLES RECHERCHES. 
Des que parurent les premiers travaux sur la chromatographie 


sur papier des acides aliphatiques volatils de C, A C,, nous avons 
espéré pouvoir résoudre ce probleme. Nous avons en particulier 
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retenu la technique de Guillaume et Osteux [9] déja appliquée 
a la détermination des hactéries anaérobies par Guillaume, 
Beerens et Osteux [40] et par Strapatsaki a l’étude du type fer- 
mentaire des Corynébactéries anaérobies [44]. 


Tecunigut. — Les solutions d’acides ont été préparées pour la 
chromatographie a partir des milieux de culture suivant la tech- 
nique entiérement décrite dans ces Annales [44]. Nous avons utilisé 
pour la chromatographie les solvants « 3 » et « 4 » de Guillaume 
et Osteux [9], le solvant « 4 » permettant de séparer les acides 
de la série normale de leurs stéréo-isoméres. 


RESULTATS. 


A. Les 33 souches étiquetées Cl. caproicum de notre 
collection présentent, comme acide principal, la tache de l’acide 
iso-caproique. Ce fait nouveau est de trés grande importance 
puisque nous n’avions jamais pu, par une méthode indiscutable, 
confirmer les résultats obtenus antérieurement par la méthode de 
Duclaux, reconnue comme insuffisante. Mais, fait non moins 
important et que seule la chromatographie sur papier pouvait 
nous apprendre, cet acide iso-caproique est toujours accompagné, 
non pas du seul acide acétique comme on le croyait, mais de 3, 
ou 4, ou 5 autres acides. Il en résulte que l’espéce Cl. caproicum 
est hétérogéne et constituée de plusieurs variétés fermentaires : 

a) Variété a 6 acides: Six souches (0 32 A, 1101 A, A 22 B, 
B2 A, 188 II, A 46 A), presque toutes provenant des sols vierges 
d’Afrique-Occidentale Francaise, produisent les acides formique, 
acétique, propionique, iso-butyrique, iso-valérianique, iso-ca- 
proique, ce dernier étant le plus abondant. 

b) Variété a 5 acides : Vingt et une souches (TA 21 B, A 46 Z, 
lic, TA 224, TRO 4D 034 Ay A 2 EE, O16 B, 10 B, 0 1:8, 
PRO? AD E210 5G, O02 O24 BLO TAL Ay 767 Es O-10'B, 
A50F, 3, E2ChII) produisent 5 acides de C, a C,, Jl iso- 
caproique toujours plus abondant que les autres, l’acide propio- 
nique étant toujours le moins abondant. Etant donné la fréquence 
trés supérieure de cette variété par rapport aux autres, c’est Je 
type 4 5 acides qui doit constituer l’espéce normale. 

c) Variété a 4 acides: Six souches (A 75, A52, 598 B, ASI, 
HB, 855 A) ne produisent que les acides : acétique, iso-butyrique, 
iso-valérianique et iso-caproique. Elles proviennent de fromages 
(camembert, mimolette), de terres d’Afrique et de boues d’étang 
du Nord de la France. 

Ainsi toutes nos souches étiquetées Cl. caproicum répondent 
bien a la description de cette espéce et produisent bien de l’acide 
iso-caproique en abondance. 
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B. Sur les 26 souches étiquetées Cl. valerianicum que nous 
avons étudiées, toutes donnaient la tache prédominante de l’acide 
iso-caproique. 

Par conséquent, toutes ces souches appartiennent en réalité 
a lespéce Cl. caproicum et présentent la méme réparlition sta- 
tistique que les 33 souches de Cl. caproicum précédemment 
étudiées, soit 7 souches a 6 acides (C,, C,, C3, Cy, Cs; et O,) Ce 
prédominant, 15 souches 4 5 acides (C,, C,, Cy, C; et OC.) C, pré- 
dominant, C, trés peu abondant, 3 souches a 4 acides (C,, C,, 
C, et C,) C, prédominant. 

Quelques distillats ont été soumis a une contre-analyse par la 
chromatographie en phase gazeuse (1) [42]. Les résultats obtenus 
sont les suivants : 

1° Un distillat des acides gras produits par la souche TA 174 
de Cl. caproicum étudiée par cette méthode a montré un pic 
positif élevé correspondant a l’acide iso-caproique prédominant 
(accompagné des pics négatifs et positifs peu élevés correspon- 
dant 4 4 autres acides), le tout confirmant les résultats obtenus 
par la chromatographie sur papler. 

2° Les distillats des souches 682 B et 1333 ont montré respec- 
tivement, pour la premiére les acides iso-valérianique et 1so- 
caproique dans les rapports 1 pour 10; la seconde les acides 
iso-butyrique, iso-valérianique et iso-caproique dans les rapports 1 
pour 4 du second et 5 pour 7 du troisiéme, confirmant ainsi les 
résultats des chromatogrammes sur papier. 


CONCLUSIONS. 


1° ‘Les 59 souches étudiées dont 33 portaient déja létiquette 
Cl. caproicum et dont 26 portaient l’étiquette Cl. valerianicum 
appartiennent en réalité a lespéce Clostridium caproicum Prévot 
1938. 

2° L’existence de Vespéce soupconnée par Rodella et nommée 
Cl. valerianicum sur le vu des courbes de distillations fractionnées 
suivant Duclaux, reste a prouver. 

3° Cohen-Bazire, Cohen et Prévot [8] ont montré que dans !e 
cas de Cl. sporogenes la valine, la leucine et Visoleucine sont 
a l’origine des acides volatils suivants : iso-butyrique, iso-valé- 
rianique, valérianique optiquement actif. Ces amino-acides fonc- 
tionnent dans la réaction de Stickland, comme donateurs d’hydro- 
géne et sont désaminés et décarboxylés. : 

Dans le cas de Cl. caproicum, il nous semble légitime de sup- 
poser que l’acide iso-caproique provient de la désamination 
réductrice de la leucine. 


(1) La partie de ce probléme a été exécutée par E. Azoulay au 
C. R.S.1.M. de Marseille. ; 
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SUMMARY 


FURTHER STUDIES 
ON THE ANAEROBIC GROUP Cl. caproicum-Cl. valerianicum. 


i. The 59 strains studied, 33 of which called Cl. caproicum 
and 26 Cl. valerianicum, belong to the species Clostridium caproi- 
cum Prévot 1938. 

2. The existence of the species suspected by Rodella and called 
Cl. valerianicum according to the Duclaux fractionated distilla- 
tion curves, is still to be proved. 

3. Cohen-Bazire, Cohen et Prévot have shown that, in the case 
of Cl. sporogenes, valine, leucine and isoleucine induce the for- 
mation of the following volatil acids : iso-butyric, iso-valerianic, 
optically active valerianic. In Stickland’s reaction, these amino- 
acids play the part of hydrogen donators and are deaminated 
and decarboxylated. 

In the case of Cl. caproicum, it seems legitimate to suppose 
that iso-caproic acid is produced by the reducing deamination 
of leucine. 
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LES EFFETS DES HAUTES PRESSIONS SUR LES VIRUS 


VARIATIONS AVEC LA TEMPERATURE DE LA PRESSION D’INACTIVATION 
DU VIRUS DE LA POLIOMYELITE EN CULTURE DE TISSUS 


par Jacques BASSET et Jacques MAURIN (*). 


(C.N.R.S. et Institut Pasteur, Service des Virus 
[D* P. ‘Léprne}) 


L’action d’un facteur inactivant sur un virus dépend des condi- 
tions dans lesquelles agit ce facteur, en particulier quand on 
inactive certaines suspensions virulentes en les soumettant 4 
l’action des hautes pressions hydrostatiques [4, 2]. On constate 
que la valeur de la pression d’inactivation dépend de la tempé- 
rature, toutes autres conditions étant identiques. 


Dans le cas du virus de la poliomyélite du type 2, souche 
Lansing (V.L.), la mise en évidence du phénoméne avait été 
effectuée par l’un d’entre nous en utilisant comme matériel viru- 
lent le surnageant provenant de la centrifugation de broyats, 
mis en sussension aqueuse, de cerveau et de moelle de souris 
infectées par le V. L. [2]. 


En raison des nécessités de l’ensemble des recherches en cours, 
tous les contréles de virulence avaient été opérés sur les souris, 
et les observations effectuées 4 propos de l’effet de température 
avaient eu un caractére qualitatif étant donné le nombre relati- 
vement réduit d’animaux dont on avait pu disposer. 


Nous nous étions alors proposé de poursuivre cette recherche 
en utilisant des suspensions mieux définies et purifiées de virus, 
avec, comme matériel de controle de la virulence, des cultures 
de tissus en tubes, de caractéristiques plus homogénes. 


Au cours de l’année 1957, ayant pu disposer de tubes de cul- 
tures de tissus en quantité convenable, nous avons pu réaliser 


sur le virus de la poliomyélite du type 2, souche MEF1, un 
certain nombre d’expériences dont nous décrivons ici les condi- 
tions et rapportons les résultats. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1958. 


EFFETS DES HAUTES PRESSIONS SUR LES VIRUS 3 


Sh 


PREPARATION DU MATERIEL VIRULENT 


Pour toute la durée de nos expériences, nous avons utilisé la 
méme suspension virulente de base, conservée a4 — 20° C. 

Cette suspension de virus de la poliomyélite type 2, souche 
MEFI (V. P.), a été préparée a partir d’un flacon de culture 
de cellules épithéliales de reins de singe, infectée par le V. P. 
selon la méthode du Service des Virus de Institut Pasteur de 
Paris. 

Le milieu de culture (M) était celui dit de Parker (Con- 
naught 199) modifié par P. Slizewicz et P. Daniel, dilué de moitié 
dans une solution de Hanks, additionné de 2,5 p. 100 de sérum 
de poulain et contenant 200 U.O. de pénicilline et 50 ue de 
streplomycine par millilitre. 

Aprés évaluation approximative de nos besoins, nous avons 
préparé en tout 100 ml de suspension que nous avons répartie 
en ampoules de 5 et de 1 ml, gardées dans un conservateur 
a — 20° C. 

A Vocecasion des inoculations et mises en pression, les échan- 
tillons de suspension de base a utiliser étaient dégelés rapidement 
sous le robinet d’eau, leurs conlenus mélangés, homogénéisés et 
conservés durant les manipulations en laboratoire a + 4° C. 


Mises EN PRESSION. TEMOINS. 


Suivant notre technique, déja décrite [4], les échantillons de 
suspension de base destinés a4 étre soumis a l’action de la pres- 
sion étaient répartis en petits sacs stériles de gomme pure de 
2 a 3 ml de capacité, complétement remplis de liquide, scellés 

la pince. La surface extérieure de ces sacs était, par la suite, 
aseptisée avec une solution d’eau de Javel et rincée. 

Excepté lors des mises en pression, les sacs de suspension 
étaient conservés pendant les manipulations a la température de 
+ 4° C. 

Les mises en pression étaient effectuées de facgon iso-thermique, 
selon le protocole et avec l’appareillage déja décrit [41], les sacs 
étant immeregés au sein du liquide transmetteur de pression, inerte 
et incongelable, contenu dans les chambres a expériences de 
Vultra-presse. 

La température des chambres a expériences était maintenue 
constante 4 + 0,2°C prés, par l’emploi d’un dispositif thermo- 
statique convenable. 

Afin d’éliminer autant que possible les causes d’erreur, toutes 
les expériences d’une méme série étaient effectuées dans la méme 
journée, les sacs d’échantillons étant préparés ensemble juste 
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avant le début des mises en pression, les contrdles de virulence 
effeclués immédiatement apres. ; 

Pour chaque série d’expériences, on préparait des témoins 
conservés en sacs de gomme 4 la pression atmosphérique, placés 
dans les mémes conditions et subissant les mémes manipulations 
que les échantillons pressés. 


EVALUATION DE LA VIRULENCE DES ECHANTILLONS PRESSES OU TEMOINS. 
CONTROLES DIVERS. 


Nous avons évalué la virulence de notre suspension de base, 
comme celle des échantillons pressés ou témoins, en déterminant 
les doses infectieuses 50 p. 100 (DI50) par rapport a des cultures 
de cellules épithéliales de rein de singe en tubes, dans le milieu M. 
Ces tubes de culture (T. C.), préparés suivant la technique habi- 
tuelle du Service des Virus, sont des tubes a essais de 13 x 1830 mm 
contenant 1 ml de milieu. Ils présentent sur une face un tapis 
continu de cellules. 

A partir d’un échantillon de suspension virulente donné, nous 
préparons des dilutions croissantes de 10 en 10 en utilisant le 
milieu comme diluant. 

Les expériences préliminaires ont permis de délerminer les 
valeurs a donner aux dilutions, aux pressions et aux intervalles 
de pression pour qu’elles correspondent a des mesures signifi- 
calives, 

Nous nous sommes done efforcés d’encadrer la DI50 par deux 
dilutions au moins dans chaque sens, la dilution 10° correspon- 
dant dans nos calculs 4 la suspension de base non diluée. 

Pour l’ensemble de nos titrages, un titrage donné a toujours 
été effectué en utilisant 5 dilutions au moins et au plus 8 et, 
comme pour chacun des titrages nous avons toujours utilisé 
5 tubes de cultures par dilution, les titres ont finalement été 
déterminés sur des ensembles de 25 a 40 tubes. 

On inoculait les tubes en y introduisant 0,1 ml de |’échantillon 
de suspension a titrer, aprés avoir renouvelé le milieu nutritif. 
Puis les T. C. étaient mis 4 tourner dans un appareil a tubes 
roulants placé dans l’étuve A 37° C. 

Les effets des inoculations étaient observés au microscope 
48, 96 et 144 heures aprés l’inoculation, ce dernier temps corres- 
pondant a l’effet. infectieux maximum. Tout tube présentant un 
effet cytopathogene typique aboutissant a la destruction de la 
totalité de la culture était considéré comme infecté. 

Dans tous les groupes, nos T.C. se sont toujours comportés 
comme une population homogéne. 

Comme nous |’avions déja fait ét exposé antérieurement (2), 
nous avons utilisé les méthodes dites de totaux cumulatifs (Reed 
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et Muench) pour la détermination des DI50, suivant les cas par 
les procédés arithmeétiques et graphiques du professeur P. Lépine 
ou Vemploi du papier log probit. Les variations des DI50 dues 
aux effets de la pression ont d’ailleurs toutes été trés supérieures 
aux erreurs de mesure, c’est-a-dire aux limites de confiance de 
nos _calculs. 

Pour illustrer ce qui précéde, nous ne pouvons faire figurer 
ici dans leur détail tous les résultats expérimentaux. Nous nous 
contenterons de présenter, dans le tableau I, ceux d’une expé- 
rience effectuée a la pression d’environ 7350 kg/em?® appliquée 
durant trente minutes a la température de 37° C. 


TaBLeau I. 


a Pee 
Dans la colonne 1 sont indiquées les dilutions. 


i 
Dans la colonne 2 le nombre des T. C. (n.). 
> 


Dans la colonne 3 le nombre des tubes infectés (i.). 
Dans la colonne 4 le nombre des tubes non infectés (n. 1.). 
Dans la colonne ! 


5 
5 
5 
5 
5 
») 
5 
2) 


le total cumulatif des tubes infectés (1.). 
Dans la colonne 6 le total cumulatif des tubes non inf. (N. I.). 
Dans la colonne 7 le total cumulatif des tubes inf. ou non (N.). 
Dans la colonne 8 le pourcentage des tubes infectés (°/, I.). 
Dans la colonne 9 le pourcentage des tubes non inf. (°, N. I.). 
La dose infectieuse étant de la forme 10 onelit: 
Dans la colonne 10 J’antilogarithme de la DI50 ou a calculé 
par la méthode de Reed et Muench. 
Dans la colonne 11 a Ju sur papier log probit. 
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Enfin, les contrdles effectués nous ont permis de nous assurer . 

a) que le contact de la gomme n’avait pas d’effet sur le titre 
en virus des suspensions ; 

b) que le milieu M, soumis seul 4 l’action des hautes pressions 
auxquelles on opérait, n’acquérait, de ce fait, aucun caractere 
virulicide ni cytopathogeéne ; 

c) que pendant toute la durée de notre travail la virulence de 
notre suspension de base n’avait pas subi de variation suscep- 
tible de masquer l’effet des hautes pressions ; 

d) de la constance remarquable de la réponse de nos tubes de 
cultures de tissus lors des inoculations. 


EFFETS DES HAUTES PRESSIONS. RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


Afin de limiter, dans la mesure du possible, le nombre de 
mises en pression et de titrages et d’obtenir, dans nos observa- 
lions, des variations significatives lors de la détermination des 
DI50 des échantillons soumis respectivement a l’action de pres- 
sions croissantes, nous avons, tout d’abord, procédé a quelques 
expériences de dégrossissage afin de déterminer, pour chaque 
température, les intervalles et les valeurs de pressions auxquels 
on aurait A opérer. 

Puis nous avons soumis durant trente minutes a l’action de 
la pression, et & quelques jours d’intervalle l’une de Jl autre, 
deux séries A et B d’échantillons dans notre suspension de base, 
la série A correspondant aux mises en pression & + 37° C, la 
série B a celles effectuées A + 2° C. 

Les six échantillons de la série A, dont les témoins ont été 
soumis respectivement aux effets de pressions ayant pour valeur 
en kilogrammes par cenlimétre carré : 

1,03 (témoin: P = 1 atm), 6500, 7000, 7350, 7 650, 8 000. 

Les douze échantillons de la série B, divisés en deux sous- 
groupes Bl et B2, ont été respectivement soumis aux effets de 
pressions ayant en kilogrammes par centimétre carré les valeurs 
ci-dessous : 

Pour le groupe BL : 

1,03 (témoin), 2500, 5 000, 5 850, 5 650. 

Pour le groupe B2: 

1,03, 6350, 6 650, 7 000, 7 350, 7 650. 

Compte tenu de nos possibilités, nous avons du espacer de 
six jours l’exécution des expériences des groupes B1 et B2. 

On notera, pour chaque série, que nous avons fait en sorte que 
la pression la plus élevée corresponde a l’inactivation totale du 
virus, la pression la plus faible étant celle ot V’effet inactivant 
commence a étre nettement sensible. Les expériences effectuées, 
nous avons procédé aux mesures des DI50. Nous rappelons, 
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a ce propos, que, lors des titrages, toutes les dilutions ont été 
effectuées aprés application de la pression. 

En vue de suivre la marche de |’infection, l’examen des tubes 
de cultures inoculés a partir de divers échantillons a été fait ai 
bout de 48, 72 et 144 heures pour la série A, 48, 96 et 144 heures 
pour la série B, aucun effet cytopathogéne dai a la poliomyélite 
ne se déclarant plus dans les tubes au-dela de temps plus longs. 

On a calculé la dose infectieuse 50, non seulement au bout de 
144 heures aprés examen de tubes, mais aussi a partir des obser- 
vations effectuées au bout de 48 et 96 heures, déterminant ainsi 
ce que nous appellerons la dose infectieuse 50 au temps ¢ (DI50 £). 

Tous les résultats sont groupés sur le tableau II, la représen- 
tation graphique sur la figure 1. 


Tasieau II. 


a (48h) b (46h) 


La DI50 étant de la forme 1/10”, on a pose : 

DI50 = 1/10% pour les échantillons de la série A, 

DIB0 = 1/108 pour les échantillons de la série B. 

Ainsi on lit : 

a) Dans la premiére colonne du tableau II, la valeur P de la 
pression en kilogrammes par centimétre carré, 
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b) Dans la deuxiéme colonne, a mesuré au boul de 48 heures 
(a 48 h.), 

c) Dans la troisiéme colonne : b 48 h., q 

d) Dans les quatri¢me et cinquiéme colonnes figurent a 72 h. 
et b 96 h. (aa été mesuré exceptionnellement au bout de 72 heures 
pour la série A), 

e) Dans les cinquiéme et septiéme colonnes figurent @ 144 nh. 
et b 144 h. On sait que a = antilog DI50. 

Dans notre tableau, le symbole a ou b = —o veut dire que 
Ja suspension aurait dau étre fortement concentrée pour qu’on 


aoub 


Ca,+3?7°C144h 
5 ——— Se / Ca+37,96h 


a3 


SS x ~ 
Cb.2°c, 48h / . 
v- 144h Cy 2°C144n)\ 
® F#2h \ 


x 48h 


5000 5500 6000 6500 7000 7500 P.Kg/em* 


puisse obltenir un effet infecticux ou encore que l’inactivation est 
totale. 

On a constaté que les échantillons témoins des sous-groupes 1B 
et 2B ont eu un comportement absolument identique ; les valeurs 
de B correspondantes sont done confondues dans le tableau II. 

En examinant le tableau II, on voit trés nettement que 1’inacti- 
vation du virus se fait plus facilement a froid qu’a chaud. 

Si l’on reporte (fig. 1) sur papier semi-log en ordonnées les 
valeurs de a et b, en abscisses Ja pression et que l’on trace ainsi 
les courbes représentatives des fonctions antilog (DI50) = f(P), 
on obtient deux familles trés nettement décalées, de chacune trois 
courbes correspondant aux mises en pression effectuées A +37° © 
ou +2° C. Comme on le voit sur la figure 1 ow figurent les arcs 
de courbes Ca et Cb pour les pressions comprises entre 4500 et 
S 000 kg/cm’, il suffit 4 +2° C, pour obtenir un effet donné d’inac- 
tivation, de pressions inférieures d’environ 1 200 kg/cm? (17 p. 100) 
a celles nécessaires & + 37° C. Ainsi, si l’on considére les effets 
observés au bout de 144 heures, on constate qu’il faut appliquer 
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une pression d’environ 7500 kg/em? & un échantillon de suspen- 
sion de base pour que sa DI50 passe en gros del0= alo 

c’est-a-dire varie de mille fois 4 + 37° C, tandis qu'une pression 
de l'ordre de 6 300 kg/cm’, done plus faible de 16 p. 100, suffit 
ie ea Oe 

I] apparait également, & considérer les courbes Ca et Cb, que 
la virulence des suspensions semble chuter dans un intervalle 
de pression plus petit 4 + 2°C qu’a + 387°C. 

Par la suite, pour préciser le phénomeéne, dés que nous avons 
pu, nous avons procédé 4 une nouvelle série de mises en pres- 
sion a + 2°C, a des intervalles croissant de 200 en 200 kg/cm? 
au heu de 350 en 350 kg/em® environ antérieurement. 

Le lot d’échantillons provenait de nolre émulsion de base 
initiale conservée quelques semaines & —20° C. Vis-a-vis des 
tubes de cultures (T. C.) préparés & ce moment, |’émulsion s’est 
révélée un peu plus virulente qu’avec les premiéres préparations 
de T.C., la DI50 des témoins étant de 10-5? au lieu d’un peu 
moins de 10—*% pour nos premiéres expériences, ces différences 
n’entrant pratiquement pas en ligne de comple étant donné 
Vimportance du phénoméne observé. On a ainsi obtenu les 
valeurs b’ du coefficient m figurant dans le tableau III. 


TABLEAU III. 


courbe I 


courbe II 


ecourbe IIl 


Les courbes figuratives DI50 (144 h.) étant représentées sur la 
figure 2 4 la méme échelle que la figure 1, les intervalles de pres- 
sions choisis ont: permis un tracé relativement précis, les deux 
courbes 96 h. et 144 h. étant pratiquement confondues dans les 
parties représentées. Si l’on reporte la courbe Cb’ (144 h.), tracée 
en trails d’éléments, sur la figure 1, on constalte que cette courbe 
est bien de méme allure que les autres ct fait bien partie de 
méme famille. 

Dans un travail antérieur [2], l'un d’entre nous a introduit par 
analogie avec la notion de DI50 celle de pression 50 p. 100 ou 
P50. “Rappelons que, dans les conditions de nos expériences 
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relatives a l’action des hautes pressions sur les virus, P50 est 
la valeur de la pression telle qu’étant appliquée durant trenet 
minutes 4 + 2°C ou + 87°C suivant les cas, a notre suspen- 
sion de base, elle raméne a 50 p. 100 le nombre des tubes infectés 
lors des contréles de virulence ; autrement dit, elle raméne a 1 
le titre de la suspension de base, calculé en DI50. Le calcul de 
P50 se fait comme il a été indiqué [2] de fagon analogue 4 celul 
de la DI50 par la méthode statistique des totaux cumulatifs, d’ou 
Vintérét de la P50. 

Cette notion de pression 50 p. 100, qu’on peut évidemment 


iS 

4 

S 

7 v 14¢4h 
@ G6h 
x 4Bh 

4- > 


a 
5000 5500 6000 PKg/em* 


étendre a d'autres agents d’inactivation que la pression, peut 
d’ailleurs se généraliser, en considérant la valeur de |’agent inac- 
tivant correspondant 4 une diminution de 50 p. 100 de Veffet 
maximum possible produit par Vagent infectieux sur le matériel 
de controle de la virulence. Nous nous réservons de revenir, 
& une autre occasion, sur ce sujet. 

Dans le cas présent, nous avons calculé les P50 4 + 37°C et 
+ 2° C dans les conditions ot cette notion avait un sens certain, 
c’est-a-dire en considérant, au bout de 144 h., les effets infec- 
tieux sur les échantillons de suspension de base non dilués, ayant 
subi l’action de la pression; on a ainsi obtenu comme valeur 
respective des P50 a + 37°C et + 2°C: 

P50 (+ 87°C) voisine de 7 825 kg/cm’, 

P50 (+ 2° C) voisine de 6 650 kg/cm’. 

La valeur de la P50 a + 2° C est inférieure d’environ 20 p. 100 
‘ celle correspondant a la température de + 37° C, cet écart étant 
de l’ordre de grandeur de celui des DI50. 

D’autre part, si l’on considére, non plus la suspension pure, 
mais ses dilutions, et que, pour chaque dilution, on effectue la 
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suite des calculs sur papier semi-log, comme on l’a fait pour la 
P50 avec la suspension de base pure, on obtient des valeurs de 
la pression que l’on peut lire sur le tableau IV et que nous 
appellerons, pour Vhomogénéité des notations, P50 a la dilu- 
tion 1/10, 1/100, etc. Nous avons constaté, si Von porte en 
ordonnées les antilog des dilutions, en abscisses les P50, que les 
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courbes représentatives des fonctions P50 = f(antlog DI50) coin- 
cident, & peu de chose prés, avec celles des fonctions D150 = {(P), 
ce qui est remarquable (fig. 3). 


CONCLUSIONS. 


Les résultats expérimentaux obtenus confirment donc, dans 
leur ensemble, les observations effectuées avec des souris comme 
matériel de contréle [2]. Ils montrent nettement qu’un abaissement 
de la température d’environ 35°C correspond, pour le virus 
poliomyélitique (type 2), & une diminution de Vordre de 20 p. 100 
de la pression d’inactivation. 

Il serait intéressant d’étudier, par la suite, tout d’abord !a 
cinétique du phénoméne, c’est-a-dire comme on I’a fait pour !e 
virus de la neurovaccine [2] les variations relatives de vitesse 
d’inactivation en fonction de la température, puis de rechercher 
quelle est, sur les propriétés antigéniques des suspensions pres- 
sées dans différentes conditions, |’influence de la température sur 
le phénoméne de libération des antigénes par la pression lors de 
inactivation des suspensions. 


RESUME. 


L’inactivation par les hautes pressions d’une suspension de 
virus poliomyélitique type 2 (souche MEF), cultivé sur cellules 
épithéliales de reins de singe, s’effectue plus facilement et plus 
rapidement a 4°C qua 37° Oo Ces expériences confirment et 
précisent celles déja effectuées sur le virus poliomyélitique type 2 
cultivé sur souris. 


SUMMARY 


THE ACTION OF HIGH PRESSURES ON VIRUSES. 
INFLUENCE OF TEMPERATURE 
ON THE INACTIVATING PRESSURE OF POLIOVIRUS IN TISSUE CULTURE. 


Inactivation by high pressures of type 2 poliovirus (MEF1 
strain) cultivated on monkey kidney epithelial cells. This inacti- 
vation is more easily and more rapidly obtained at 4° © than 
at 37°C. These experiments confirm those already realized on 
type 2 poliovirus inoculated in mice. 
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EFFET CYTOPATHOGENE DU VIRUS 
DE LA FIEVRE APHTEUSE 
EN COUCHE MONOCELLULAIRE DE REIN DE PORC 
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Seller (1955) constate que le virus de la fiévre aphteuse sur les 
cultures cellulaires de rein de pore donne des plages isolées consti- 
tuées par des cellules nécrotiques. Bachrach et coll. publient, la 
méme année, les résultats de leurs travaux sur ces mémes cellules 
de rein de porc et aussi sur les cellules de rein de veau, qu’ils 
utilisent pour l’entretien du virus aphteux. Selon ces auteurs, 
le virus se multiphe et entraine la dégénérescence des cellules 
epithéliales. Parmi les cellules, cultivées en couche monocellulaire, 
d’épithélium lingual bovin, Pay (1957) distingue deux types de 
cellules. Le virus, qui se multiple dans les deux types de cellules, 
nentraine la dégénérescence que de l’un des types. 

Nous allons rapporter: 1° les résultats d’études sur l’aspect 
cytologique des cultures cellulaires in vitro a différents ages, ct 
2° l'étude des lésions cellulaires produites in vitro au cours des 
différents stades de Vinfection aphteuse. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Nous suivons la technique habituelle de l'Institut Pasteur, !a 
culture en tubes aplatis 4 lamelle, de cellules trypsinées de rein 
de porcelet. Le milieu employé pour la croissance des cellules 
rénales est composé d’une solution tamponnée de Earle (1943), 
additionnée de 0,5 p. 100 d’hydrolysat de lactalbumine, dont des 
détails de préparation ont déja été décrits par Guillot (1957). Les 


(*) Manuscrit recu le 9 juin 1958. 

(**) Cet article est extrait de la thése soutenue devant la Commission 
d’examen, le 17 mai 1958, pour obtenir le titre de Docteur de l’Univer- 
sité (Paris). 
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cullures de tissus sont fixées par le Bouin alcoolique ou Valcool 
méthylique et colorées 4 ’hémalun-éosine ou au May-Grinwald- 
Giemsa el, pour quelques-unes, selon la- technique de Feulgen. 
Les lamelles colorées permettent une observation détaillée des 
lésions cellulaires. Dans les travaux antérieurs que nous avons 
pu consulter, nous n’avons pas retrouvé de description semblable. 


Virus. — ‘Les trois types du virus aphteux O, A et C utilisés 
pour Vinfection des cellules ont déja subi respectivement 16, 5 
et 3 passages en série sur culture de tissus. 


I. — CyYTOLOGIE NORMALE DES TISSUS DE REIN DE PORCELET 
EN CULTURE in vitro. 


Lorsqu’on a préparé les cultures de tissus a partir de reins 
de porcelet, on trouve surtout trois types de cellules: cellules 
épithéliales, cellules endothéhales et cellules dites fibroblastiques. 
Pour obtenir le moins de fibroblastes possible dans les cultures, 
il ne faut prélever que la corlicale du rein. Une petite partie 
de calice trypsinée avec la corticale provoque déja une forte 
augmentation des cellules fibroblastiques. Méme sans cela, elles 
apparaissent en pelit nombre et on ne peut pas les éviter totale- 
ment. Leur présence inévitable dans les cultures peut s’expliquer 
par Vabondance relative du tissu conjonctif dans le parenchyme 
cortical du rein de porcelet. 


a) Cellules épithéliales. — Les cellules épithéliales proliférent 
bien dans nos conditions de culture. La croissance commence 
aprés la fixation de petits groupes de cellules, dispersés a la 
surface du verre. Moins fréquemment les cellules s’organisent en 
formations tubulaires d’ot part la croissance des cellules qui se 
disposent en membrane. Quelques cellules sont réparties autour 
de la lumiére de celte formation tubulaire, imitant ainsi une 
coupe transversale de tube contourné de néphron. Séparées les 
unes des autres par des espaces étroits, elles sont cependant 
réunies par des anastomoses cytoplasmiques multiples. Dés le 
quatriéme jour les mitoses sont plus fréquentes et continuent jus- 
qu’a ce que les cellules forment un tapis complet. 


Dans les cultures jeunes les limites cytoplastiques des cellules 
sont assez mal définies ; puis peu a peu les cellules deviennent 
irréguhiérement rectangulaires ou polyédriques. Certaines cellules, 
entourant des agglomérats, sont aplaties et fusiformes, et on peut 
faire un rapprochement entre ces formes de cellules et leur impor- 
tante capacité de multiplication. Durant la période des mitoses 
\rés fréquentes, on trouve entre les cellules une masse allongée 
et irréguhére, hyaline et éosinophile. J 
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Le cytoplasme, dans les cellules bien différenciées morpholo- 
giquement, est acidophile et finement granuleux, bien que l’on 
observe quelquefois 4 la périphérie de la cellule un cytoplasme 
presque spongieux. Souvent le cytoplasme renferme des grains 
réfringents, des masses homogénes et amorphes, fortement sen- 
sibles aux colorants acides et entourées de halos. 


Aprés fixation et coloration, le noyau apparait comme baso- 
phile ; sa forme est en rapport avec celle de la cellule. Il est 
sphérique ou ovoide dans les cellules polyédriques, ovalaire dans 
les cellules allongées, aplati quand la cellule est elle-méme aplatie. 
La membrane nucléaire est fine et bien délimitée. La chromatine, 
distribuée dans tout le noyau, se présente sous forme de nombreux 
grains fins et est trés colorable par les colorants basiques. Les 
nucléoles (certains noyaux en comportent deux ou trois) appa- 
raissent opaques, de volume variable, plus ou moins sphériques, 
ou de forme irréguliére. Le nucléole présente un aspect homogéne 
et porte un pelit granule plus basophile que lui-méme, placé en 
position excentrique. 


Nous avons essayé de maintenir en lignée continue ces cellules 
épithéliales par trypsination réguliére aprés sept jours de culture, 
mais nous n’avons pas réussi a entretenir cette « souche » au-dela 
du troisiéme passage. 


Moins fréquemment, on trouve, disposées en petits groupes, des 
cellules dont la taille est notablement plus petite que les cellules 
épithéliales décrites ci-dessus. Leur apparence cytologique et leur 
aptitude 4 former une membrane sont semblables a celles des 
cellules épithéliales. 


b) Cellules endothéliales. — Ces cellules sont ainsi désignées 
en raison de leur apparence morphologique, leur disposition et 
leur mode de séparation lors de leur multiplication. On a décrit 
des cellules de ce genre dans des cultures cellulaires de rein 
(Champy, 1914, Policard, 1925), de thyroide (Carrel et Burrows, 
1911), de ganglion lymphatique (Hueper et Webster, 1921), d’aorte 
(Shibuya, 1931) et d’hémangio-endothéliome (Murry et Stout, 
1944). On peut trouver ces cellules groupées ou isolées ; dans ce 
dernier cas, leur identification est difficile. Elles ont des contours 
polygonaux, un noyau central ovalaire avec un nucléole, le plus 
souvent unique, mais on peut, moins fréquemment, rencontrer 
des noyaux A deux nucléoles. Le cytoplasme est plus acidophile 
que celui des cellules épithéliales. Ces cellules ont un ou plusieurs 
prolongements cytoplasmiques ; elles paraissent nettement unies 
par ces prolongements (pl. I, fig. 2). Quelques-unes de ces cellules 
sont aplaties, donc difficiles a distinguer des cellules fibroblas- 
tiques. 
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c) Cellules fibroblastiques. — Nous appelons cellules fibro- 
blastiques les cellules dont la description suit ci-dessous, basant 
notre observation surtout sur leur apparence morphologique, bien 
que l’on ne puisse mettre en évidence la formation de fibres 
collagénes par ces cellules dans nos conditions de culture. 

Les fibroblastes se présentent sous une forme irréguliére, mais 
eénéralement aplatie ou fusiforme. Ils sont disposés parallélement 
en faisceaux, le grand axe de chacun d’eux suivant celui du 
faisceau. Ces formations, en croissant, recouvrent les cellules 
épithéliales. Lorsque la culture vieillit, les cellules fibroblastiques 
deviennent de plus en plus nombreuses. 


Il. — EFFET CYTOPATHOGENE DU VIRUS APHTEUX. 


Ce sont les cellules épithéliales et endothéliales qui sont sen- 
sibles au virus de la fiévre aphteuse et non les cellules fibro- 
blastiques. 


a) Cellules épithéliales. — Un effet cytopathogéne transmissible 
en série sur cultures de tissu rénal est obtenu en quinze heures. 
La dégénérescence cellulaire se manifeste dans les nappes épithé- 
liales par des bréches plus ou moins arrondies, bordées de 
cellules rétractées, les altérations cellulaires s’éltendant aux cel- 
lules voisines. La lésion cellulaire est d’abord cytoplasmique. Le 
cytoplasme homogéne se colore intensément par |’éosine ainsi que 
les prolongements cytoplasmiques avec lesquels les cellules voi- 
sines sont liées. Celles-ci, d’abord intactes, présentent ensuite une 
dégénérescence semblable, de sorte que l’infection virale pro- 
gresse soit par l’envahissement indirect (du milieu), soit par 
les prolongements protoplasmiques des cellules (direct). Les cel- 
lules épithéliales dissociées les unes des autres se rétractent, 
s’arrondissent, et leur contour est régulier et net. Atteintes par 
le virus, quelques cellules, montrant un début de dégénérescence, 
présentent cependant des mitoses. Cote a cdte on trouve des 
cellules binucléées dont la dégnérescence est plus avancée (pl. I, 
fig. 3). Il est probable que sous Veffet du virus le cytoplasme 
ne peut pas se diviser, bien que l’on note une multiplication 
du noyau. Dans quelques cellules la dégénérescence se manifeste 
par l’apparition d’une masse intracytoplasmique qui est bien 
délimitée, homogéne, a peu pres circulaire et fortement acido- 
phile. 

I] apparait autour des membranes cellulaires de nombreuses - 
protubérances arrondies, de tailles différentes (pl. II, fig. 5). Elles 
sont entourées par une membrane qui est vraisemblablement de 
nature comparable a celle de la membrane cytoplasmique. Elles 
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renferment une substance analogue au contenu du cytoplasme, ct 
qui tout au moins présente les mémes affinités tinctoriales. Les 
protubérances sont fixées sur la membrane cellulaire par une 
sorle de tige. Certaines apparaissent isolées et on peut penser 
qu’elles se sont détachées des cellules atteintes. 

Par la suite, le cytoplasme est constellé de vacuoles transpa- 
rentes de différentes tailles. 

A un stade plus avancé, on constate que l’effet cytopathogene 
du virus se manifeste principalement par une dégénérescence 
nucléaire. 

Le noyau est repoussé a la périphérie en position excentrique ; 
il présente une forme ovoide ou sphérique. La chromatine, mon- 
trant une basophilie intense, est marginée, tandis que la mem- 
brane nucléaire s’épaissit ; le contour de la membrane reste régu- 
lier ou se plisse. Trés souvent la chromatine qui souligne les 
parois du noyau prend un aspect en chapelet. Puis, gardant 
encore le colorant basique, la chromatine se rétracte. Tout autour 
on observe une zone claire vacuolaire ou granuleuse et relative- 
ment moins acidophile qui parait appartenir au noyau (pl. II, 
fig. 4). 

La chromatine se rassemble au milieu du noyau en un gros 
amas circulaire bien délimité et fortement coloré par l’hémalun. 
Avant que cette masse de basi-chromatine ne se fragmente, son 
centre devient acidophile, brillant et translucide. Bien que la 
chromatine soit rassemblée au centre et que la membrane nucléaire 
soit dépourvue de chromatine, le contour initial du noyau reste 
bien différencié et on peut encore le distinguer dans un noyau 
déja trés altéré (pl. II, fig. 4). 

Parallélement aux modifications du noyau, les nucléoles s’alle- 
rent d'une facon plus importante, devenant réguliérement sphé- 
riques ou ovalaires, en sorte qu’ils se présentent sous forme 
dense, homogéne et oxyphile. On peut d’ailleurs voir les formes 
intermédiaires de la dégénérescence nucléaire. Les nucléoles, dont 
la taille et la forme ne sont guére variables, sont disposés dans 
des zones situées aussi bien au centre qu’a la périphérie du noyau 
et sont entourés par des halos clairs (pl. I, fig. 3). 

Parfois, dans une cellule, les nucléoles palissent et disparaissent 
brusquement. 

Au premier stade de dégénérescence du noyau, que nous avons 
décrit plus haut, tandis que la membrane nucléaire s’épaissit ct 
devient irréguliére, que la membrane et le nucléole sont encore 
sensibles aux colorants basiques, le noyau semble contenir des 
granules qui sont bien individualisés et colorés par l’éosine. Ces 
inclusions s’agglomérent et aboutissent 4 une formation granu- 
leuse irréguli¢ére qui repose sur un fond homogéne et moins 
oxyphile qu’elle-méme (pl. II, fig. 6). Cette agglomération d’inclu- 
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sions, le plus souvent unique et située au centre du noyau, peut 
étre de taille variable, mais présente un aspect structural toujours 
identique. Ces inclusions apparaissent indépendamment des 
nucléoles et sont parfois entourées d’un large halo plus clair. 
Il ne nous est pas possible actuellement de préciser la signifi- 
cation de cette formation. Nous pouvons tout au plus émettre 
deux hypothéses sur la nature de ces inclusions : 


1° Ce sont des produits de dégénérescence de la substance 
nucléaire ; 
2° Elles sont d’origine virale. 


b) Cellules endothéliales. — La réaction du cytoplasme des 
cellules endothéliales a l’agent pathogéne est comparable a celle 
observée dans les cellules précédentes. Le cytoplasme est inten- 
sément coloré par l’éosine, avec présence d’amas intracytoplas- 
miques acidophiles, puis émission autour de la membrane cellu- 
laire de protubérances qui s’allongent et s’accroissent. Quelques 
cellules atteintes présentent des figures de mitose. La dégénéres- 
cence conduit finalement a une contraction et une fragmentation 
du cytoplasme. Le noyau s’altére, la chromatine est marginée ; 
puis on peut distinguer au fort grossissement un agglomérat de 
granulations acidophiles minuscules, de forme et de dimension 
irréguliéres, semblables a celles que nous venons de décrire dans 
les cellules épithéliales. 

On voit rarement la cellule endothéliale ayant phagocyté ‘a 
cellule épithéliale dégénérée. - 

Les cellules nécrotiques se détachent rapidement de la lamelle ; 
le tapis cellulaire a ainsi tendance a se désintégrer d’une facon 
tres prononcée. 

L’observation des lésions cellulaires produites in vilro ne 
permet pas de distinguer de caractéres essentiels de différencia- 
tion entre les trois types de la fiévre aphteuse. 


Discussion. 


On présume qu’in vitro le virus se multiplie dans les cellules- 
hdtes, passe dans le liquide surnageant, d’ow il va infecter d’autres 
cellules : c’est la le mode de pénétration le plus courant, mais 
observation de cultures rénales fixées et colorées conduit a envi- 
sager un autre type de transmission du virus: la transmission 
directe de cellule a cellule, par l’intermédiaire d’anastomoses 
intercytoplasmiques. Ce dernier processus est sans doute a rap- 
procher de celui de la dispersion du virus par les ponts inter- 
cellulaires dans un tissu intact d’animal, quand le virus ne ren- 
contre pas les liquides extracellulaires. Il est done permis de 
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penser que subsiste in vitro la propriété du virus de transmettre 
Vinfection de cellule a cellule, et qu’il s’agit la d’un mécanisme 
préférentiel, bien que non exclusif. 


Le virus aphteux provoque, dans le cytoplasme des cellules 
sensibles, des modifications importantes, avec apparition de pro- 
tubérances autour de la membrane cellulaire, et dans les cellules 
épithéliales des anomalies nucléaires incontestables. Parmi les 
autres modifications, la plus importante est peut-étre une contrac- 
tion des cellules, dont la taille devient beaucoup plus petite que 
celle des cellules normales des cultures témoins. Nous ne vou- 
drions pas manquer de souligner que, dans |’héte naturel, aux 
lieux de prédilection du virus, Vinfection se traduit d’une tout 
autre maniére dans les cellules : celles-ci subissent une dégénéres- 
cence provoquant leur gonflement. 


Il est possible que le développement du virus aphteux dans le 
tissu rénal de pore provoque des modifications dans les processus 
biochimiques cellulaires, avec perturbation du mécanisme régu- 
lateur de la pression osmotique, tendance accrue a la plasmolys se, 
et ainsi expulsion précoce, par la cellule atteinte, de protubé- 
rances. 

Nous ne connaissons pas la nature exacte ni le réle de ces 
protubérances. Mais étant donné leur apparition précoce sur fa 
membrane cellulaire, nous sommes porté a croire que, d'une 
maniére ou d’une autre, il y a un rapport entre leur présence 
et la libération du virus. D’ot l’intérét d’une analyse morpho- 
logique détaillée au microscope électronique pour éclaircir le 
probléme de leur nature et de celle des corps d’inclusion. 


RESUME. 


Le virus aphteux se multiplie en provoquant un effet cytopa- 
thogéne en culture cellulaire de rein de porc. Les cellules épithé- 
liales et endothéliales s’arrondissent, se contractent notablement 
et deviennent plus foncées ; on remarque la présence d’un amas 
acidophile intracytoplasmique, |’émission de protubérances acido- 
philes, puis la vacuolisation du cytoplasme. On peut noter cette 
méme évolution dans le cytoplasme des deux types de cellules. 
Le noyau des cellules endothéliales ne présente qu’une margi- 
nation et des inclusions. En ce qui concerne le noyau des cellules 
épithéliales, on peut y observer une margination de la chromatine, 
suivie d’une rétraction vers le centre, tandis que le contour 
nucléaire reste distinct et devient acidophile. Les nucléoles atteints 
sont arrondis, oxyphiles, entourés d’un halo. I] faut noter égale- 
ment la présence d’inclusions granuleuses intranucléaires. Ces 
aspects sont assez caractéristiques de l’infection aphteuse in vilro 
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SUMMARY 


CYTOPATHOGENIC EFFECT OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS 
IN SWINE KIDNEY TISSUE CULTURE. 


Cytological study of swine kidney cellular cultures revealed the 
presence of three distinct cell types growing together ; epithelial 
cell, endothelial cell and fibroblast. The former two cell types 
were susceptible to the degeneralive effect of the foot-and-mouth 
disease virus, the latter, however, did not exhibit any recognizable 
abnormal change. 

The cytopathic effect of the three different types of the FMDV 
in these cultures was manifested by gross pathological changes. 
The susceptible cells assumed a markedly contracted, rounded and 
intensely strained appearance. They showed around the cellular 
membranes the budding of numerous rounded protuberances and 
less frequently the presence of homogeneous intracytoplasmic 
masses ; these changes were later followed by vacuolization of 
the cytoplasm. The evolutionary alterations in the cytoplasm of 
the two cell types, 1. e. epithelial cells and endothelial cells 
followed practically a similar course. 

The endothelial cell exhibited a margination of the nuclear 
chromatin and the presence of an aggregation of numerous gra- 
nular, acidophilic intranuclear inclusions. 

The nucleus of the epithelial cells, in addition to the changes 
outlined above, manifested a progressive shifting of the chro- 
matin substance towards the center of the nucleus, whose initial 
boundaries, however, remained distinct and always recognizable. 
The nucleole apparently became spherical, acidophil and sur- 
rounded by a clear halo. Morphological appearance of the 
inclusion bodies was identical to that seen in the endothelial cells. 


LEGENDE DE LA PLANCHE I 


Fivation par Bouin alcoolique et coloration par l’hémalun-éosine. 


Fic. 1, — Culture normale de rein de porcelet aprés quatre jours montrant des 
cellules épithéliales et un faisceau de cellules fibroblastiques. Gr. 260 fois. 


Fic. 2, — Cellules endothéliales vues 4 un grossissement de 600 fois. 
Les cellules paraissent nettement unies par des prolongements cytoplasmiques. 


Fic. 3. — Cellules €pithéliales de rein de porcelet aprés infection avec le virus 

aphteux. A cété des cellules normales, présence de quelques cellules atteintes : double 

noyau, nucléole dégénéré entouré d’un halo et des inclusions acidophiles (A) 
On peut également noter une rétraction des cellules atteintes. 
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Prancue I. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE II 


Fic. 4. — Les cellules épithéliales atteintes par le virus présentent : A, margination 

de la chromatine en forme de chapelet sur le pourtour du noyau. Ce dernier est 

excentrique ; B, formation de petites granulations éosinophiles au centre du noyau 

(inelusions) ; C, rétraction de Ja chromatine au centre du noyau. Le contour 

initial du noyau est bien visible bien qu'il ne contienne pas de chromatine. 
Gr. 1 200 fois. 


Fic. 0. — Cellules épithéliales et endothéliales infectées ; clles présentent une 
rétraction accompagnée d’émissions cytoplasmiques dont certaines se Jibérent 
des cellules. Gr. 520 fois. 


Fic. 6. — Cellule atteinte (au milieu) présentant un agglomérat d’inclusions 
éosinophiles entourées d’un halo indistinet. Gr. 1 200 fois. 
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RECHERCHE DES ANTICORPS NEUTRALISANTS 
ANTIPOLIOMYELITIQUES 
DANS LA POPULATION GRECQUE 


par M. PAVLATOU. 


[institut Pasteur, Service des Virus 


(D? P. Lépine)] (*) (*). 


La présence d’anticorps sériques neutralisant spécifiquement les 
virus de la poliomyélite traduit la réponse de l’organisme a une 
infection récenle ou ancienne, apparente ou inapparente. 

De nombreuses études ont montré que l’age moyen d’acqui- 
sition de ces anticorps varie chez Vhomme selon les régions 
géographiques et le niveau socio-économique. 

Pour une population donnée, le degré d’immunisation est 
exactement indiqué par le nombre des individus dont le sérum 
renferme les anticorps neutralisants spécifiques. 

« Cet état d’immunité n’est pas le fait d’une infection appa- 
rente. Les individus qui contracteront la pollomyélite sont de 
préférence ceux qui n’ont pas pu simmuniser ou chez qui 
le niveau des anticorps est resté exceptionnellement bas » 
(Lépine {4)). 

Jusqu’a ces derniéres années, la recherche des anticorps neu- 
tralisants ne pouvait étre effectuée pour les trois types du virus 
que chez le singe, ce qui empéchait toute tentative d’ensemble 
a ce sujet. Pour le seul type II on pouvait utiliser la souris. 
C’est pourquoi la plupart des auteurs n’ont étudié d’abord que 
les anticorps correspondant & ce type (anti-Lansing) (2, 3, 4, 5, 
67.7, 3,9, 40, Ati 

Certains ont ainsi admis pour des raisons évidentes qu’on pou- 
vait apprécier le degré de protection d’une population en recher- 
chant uniquement les anticorps anti-Lansing [44, 18]. Steigman ot 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1958. 

(**) Nous remercions bien sincérement M. le professeur P. Lépine 
qui nous a permis de réaliser ce travail dans son service, ainsi que 
MM, J. Maurin et F. Roger pour l’aide qu’ils nous ont apportée & cette 
occasion. 
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Sabin [44] estiment d’ailleurs que V’infection humaine par des 
souches appartenant aux autres types que le type II fait apparaitre 
des anticorps anti-Lansing chez une proportion considérable des 
individus atteints (25 p. 100). 

D’autres auteurs, désireux d’apprécier plus exaclement la répar- 
tition des anticorps neutralisants, les ont recherchés pour les trois 
types du virus par l’épreuve de ‘neutralisation chez le singe, mais 
ils n’ont examiné qu’un petit nombre de sérums [415, 46]. 

C’est donc seulement depuis l’introduction de la méthode des 
cultures de tissus par Enders, Weller et Robbins [47] que ia 
recherche des anticorps neutralisants spécifiques des trois types 
du virus s’est trouvée considérablement simplifiée et que des 
recherches sur une grande échelle ont pu étre faites. 

Il serait trop long de rapporter ici en détail les résultats 
exposés dans de trés nombreuses publications [48, 49, 20, 24, 22, 
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 34, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 
38, 39, 40). 

Nous résumerons seulement ici les conclusions d’ensemble de 
ces travaux qui s’accordent tous pour reconnaitre l’apparition 
précoce des anticorps neutralisants dans les pays ot la maladie 
est rare sous sa forme épidémique. Au contraire, dans les régions 
ou. la polhlomyélite est fréquente l’immunisation apparait beau- 
coup plus tardivement au cours de la vie. 


A notre connaissance, aucune étude similaire n’a encore éfé 
faite jusqu’a ce jour parmi la population grecque. Seuls Mercier 
et ses collaborateurs [44] ont publié derniérement les résultats 
obtenus lors de l’examen de 59 sérums au Service des Virus de 
l’Institut Pasteur de Paris. Ce travail, qui démontre bien l’exis- 
tence en Gréce des anticorps spécifiques de la poliomyélite, ne 
nous apporte cependant aucun éclaircissement sur le rythme 
d’immunisation des individus, car il n’a porté pratiquement que 
sur des sérums d’adultes. C’est pourquoi nous avons essayé de 
nous faire une idée sur la fréquence en Gréce des anticorps 
spécifiques des trois types de virus poliomyélitique en fonction 
de l’age. 

MATERIEL ET TECHNIQUE. 


I. Sérums. — Nos examens ont porté sur les sérums de 
255 sujets, enfants ou adolescents de 0-20 ans, sains ou atteints 
de différentes maladies (poliomyélitiques exceptés). Aucun des 
sujets examinés n’avait, bien entendu, été vacciné préalablement 
contre la poliomyélite. Dans l’ensemble, les prélévements de sang 
ont été effectués surtout chez des sujets issus des classes sociales 
les moins favorisées. Les trois quarts environ proviennent des 
quartiers pauvres d’Athénes ou de sa banlieue. Un quart pro- 
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vient des sujets originaires d’autres villes de la Gréce, ¢tablis 
a Athénes depuis peu de temps ou simplement de passage. 

Nous avons divisé ces sujets de 0 a 20 ans en quatre groupes 
de 5 ans (0 a 5, 6 a 10, ete.) et nous avons fait en sorte que 
chaque groupe, autlant que possible, soit représenté par un meme 
nombre de sujets. Le groupe comprenant les enfants de 0-5 ans 
a été divisé en quatre sous-groupes : 

1°00: morse 

2° Tareas 

aS) ans: 

4° 4 a5 ans. 

Les prélévements de sang ont été effectués stérilement. Aprés 
la rétraction du caillot nous avons prélevé les sérums et nous 
les avons conservés en tubes bouchés au caoutchoue a la tempé- 
rature de — 30° C, sauf pendant le transport d’Athénes a Paris 
ou. lon a da les placer & 4° C. A Paris méme les sérums ont 
été conservés & —380° C jusqu’au moment de l’examen. 


WO =1 C6 


90 
Vv 
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II. RecHERCHE DES ANTICORPS NEUTRALISANTS. — Elle a été effec- 
tuée en cullures cellulaires selon les méthodes utilisées au Service 
des Virus de l'Institut Pasteur. Nous avons ainsi employé les 
souches poliomyélitiques Mahoney pour le type I, MEF1 pour !e 
type II et Saukett pour le type III. Le sérum, préalablement 
inactivé par chauffage de trente minutes a 56°C, a été dilué 
au 1/2 et au 1/4 et mélangé ensuite avec une quantité égale de 
virus dilué correspondant a 200 DL50 (concentrations finales : 
sérum, 1/4, 1/8; virus, 100 DL50). On a assuré-la séroneutra- 
lisation par incubation d’une heure a 387° C. Aprés cette incu- 
bation nous avons introduit 0,1 ml du mélange sérum-virus dans 
des tubes contenant un tapis de cellules rénales épithéliales de 
singe (genre Cynocephalus). Nous avons ensuite laissé pendant 
cing jours les cullures inoculées 4 37°C et nous avons alors 
apprécié les résultats par lecture directe au microscope en nous 
basant sur la recherche de l’effet cytopathogéne des virus. 


R&ESULTATS. 


L’examen global des 255 sérums a conduit aux résultats sui- 
vants : 

1° Sérums totalement dépourvus d’anticorps : 18, soit environ 
kp. LOO: 

2° Sérums contenant des anticorps : 237, soit a peu prés 
93 p. 100. 

Pour que la protection d’un sujet soit complete, il est évident 
que la présence des anticorps spécifiques des trois types du virus 
poliomyéhlique est nécessaire. Si l’on analyse les résultats 
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obtenus sur les 237 sérums qui contenaient des anlicorps on 
observe que : 

a) 35 sérums possédent des anticorps contre un seul type de 
virus (soit environ 14 p. 100); 

b) 64 sérums ont des anticorps contre deux types (soit environ 
Bo ape. LOO); 

c) 188 sérums, enfin, témoignent d’une immunisation contre les 
trois types (soit environ 54 p. 100). 

Au total donc, plus de 50 p. 100 des individus examinés sont 
protégés totalement contre la poliomyélite (dans un groupe d’age 
compris, rappelons-le, entre 0 et 20 ans). 

Si l'on veut exprimer les résultats selon le pourcentage des 
anticorps correspondant spécifiquement A chacun des trois types 
on arrive a l’énoncé suivant : 

a) Sérums ayant des anticorps contre le type I: 174, soit 
environ 68 p. 100; 

b) Sérums ayant des anticorps contre le type II: 203, soit 
environ 79 p. 100; ; 

c) Sérums ayant des anticorps contre le type HI: 200, soit 
environ 78 p. 100. 

Les résultats ci-dessus montrent qu’entre 0 et 20 ans les infec- 
tions inapparentes sont sensiblement d’égale fréquence pour les 
types II et III, alors qu’elles sont un peu moins nombreuses 
pour le type ie Nous avons résumé nos observations dans les 
tableaux I et II et nous avons traduit ces tableaux eux-mémes 
par des graphiques (1, 2, 3, 4). 


Tasteau J, — Anticorps neutralisants en fonction de l’age de O a 20 ans. 
: Nombre: Ly Nee eT. AGe SOR, tet S 
age: des : aa: aces LORS meet 1G es : iy ib 
*sérums? aucem : I LT ah ee ict eles Toe a: ee Ee eh 
Oisane 65 Ba cd gbese ih, & 2183: WOsees 4,6 2 12;3 17 
3 $ 
6-10 66 4,5: 0 3 : 4,5: 10 6 2 25 47 
11-15: 57 0 Oh Fiaes5 3,5: 0 7 12 74 
6-20: 67 ,t2 10 a. Tek a 5: “eee 6 as 1,5 80,5 


Tanceau Il. — Anticorps neutralisants en fonction de l’Age de 0 a 5 ans. 
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Malheureusement, le nombre de sérums de ce groupe est trop 
faible pour nous permettre de tirer des conclusions valables d’un 
point de vue statistique. Vers lage de 2 et 3 ans, l’immunisation 
Spontanée commence ; ainsi il n’y a qu’environ 41 p-. 100 des 
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enfants de ce groupe qui soient entiérement dépourvus d’anti- 
corps neutralisants. 59 p. 100 des enfants de cet Age ont donc 
déja été en contact avec des virus poliomyélitiques. La propor- 
tion des enfants dont le sérum est dépourvu d’anticorps tombe 
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encore dans les années qui suivent: a l’age de 4 et 5 ans elle 
n’est plus que de 7,1 p. 100; elle descend 4 4,5 p. 100 entre 
6 et 10 ans et, enfin, entre 11 et 15 ans aucun enfant n’est plus 
dépourvu d’anticorps. 

Si l'on examine maintenant les courbes d’apparition des anti- 
corps on voit qu’entre 2 et 3 ans la proportion des sérums 
renfermant deux types associés d’anticorps est de 23,5 p. 100 
environ; elle s’éléve a 50 p. 100 de 4 a 5 ans. A cet Age 
18 p. 100 environ des enfants sont déja immunisés contre les 
trois types du virus (fig. 3). ; 

L’immunisation compléte spontanée est d’ailleurs rapidement 
ascendante ; ainsi dans le groupe de 6-10 ans la moitié environ 
des enfants est totalement protégée contre la poliomyélite, tandis 
que S88 p. 100 des individus de ce groupe possédent déja des 
anticorps contre deux types du virus. De 11 a4 15 ans 93 p. 100 
des sérums renferment deux types d’anticorps et 74 p. 160 
témoignent d’une immunisation contre les trois types. Enfin dans 
le groupe de 16 & 20 ans on trouve que 80,5 p. 100 des individus 
sont complétement immunisés (fig. 4). 


Discussion. 


Aprés la disparition des anticorps maternels l’enfant, en Grece, 
ne reste totalement dépourvu d’anticorps antipoliomyélitiques que 
pendant une courte période. Les infections poliomyélitiques com- 
mencent trés tot dans la population grecque, ce qui explique qu’a 
age de 2 a 3 ans plus de 50 p. 100 des enfants soient déja 
immunisés contre un ou plusieurs types du virus poliomyélitique. 

L’immunisation spontanée continue ensuite a un rythme rapide, 
puisque de 11 a 15 ans les trois quarts environ des enfants ont 
une immunité compléte. 'L’enfant se trouve donc trés tot en 
contact avec les trois types du virus poliomyélitique, qui parais- 
sent largement répandus dans la péninsule hellénique. 

Nos résultats sont absolument comparables 4 ceux obtenus par 
d’autres auteurs pour des populations ot la morbidité poliomyé- 
litique est peu élevée, ce qui est le cas également en Gréce. IIs 
s’opposent, au contraire, aux observations effectuées aux Etats- 
Unis ot l’immunité s’acquiert plus tard [4] et ot la morbidité est 
beaucoup plus élevée. 

En ce qui concerne le pourcentage élevé des anticorps contre 
le type IH, il est possible que ce type soit en réalité aussi fré- 
quent que le type HI et plus que le I. Mais on pouvait penser 
également & un phénoméne d’entrainement, comme nous l’avons 
signalé plus haut [45]. L’isolement du virus pohomyélitique mon- 
trera dans l'avenir la signification de ce pourcentage élevé du 
type II. 
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RESUME. 


La recherche, faite sur des sérums provenant de la popula- 
lion grecque, des anticorps neutralisants poliomyélitiques chez 
255 sujets agés de 0 a 20 ans permet de tirer les conclusions 
suivantes : 

l° Les trois types du virus pohomyélitique sont trés répandus 
parmi la population grecque, puisque 93 p. 100 des sujets exa- 
minés présentent des anticorps contre l'un au moins des trois 
lypes. 

2° Plus de 50 p. 100 des individus examinés sont complétement 
protégés contre la poliomyélite. 

3° Les infections poliomyélitiques inapparentes et l’immunisa- 
lion qui en résulte commencent trés tot au cours de la vie, 
puisqu’a 2 et 3 ans plus de 50 p. 100 des enfants se trouvent 
immunisés contre ’un au moins des types de virus. 

4° Le rythme de l’immunisation progresse réguli¢rement avec 
Page. 50 p. 100 des enfants sont en effet immunisés contre deux 
tvpes de virus entre 4 et 5 ans et 50 p. 100 environ ont déja 
une protection compléte entre 6 et 10 ans. Dans le groupe de 
11 4 15 ans 93 p. 100 des sérums renferment deux types d’anti- 
corps et environ les trois quarts des individus possédent déja les 
anticorps spécifiques des trois types. Dans le groupe de 16 a 
20 ans 80,5 p. 100 des individus sont complétement immunisés. 

5° Nous n’avons enfin remarqué aucune différence dans l’immu- 
nisation suivant le sexe et c’est pourquoi nous n’avons pas jugé 
utile de rapporter ici en détail les chiffres ayant trait a ce 
facteur. 


SUMMARY 


EXAMINATION OF THE GREEK POPULATION FOR THE PRESENCE 
OF NEUTRALIZING ANTIPOLIO ANTIBODIES. 


The study carried out on 255 individuals, 0 to 20 years old, 
allows following conclusions : 

1. The three types of virus are very common among the Greek 
population: 98 °/, of the examined individuals possess antibodies 
against one at least of the three types. 

2. More than 50 °/, are completely protected against the disease. 

3. Inapparent infection and the resulting immunization appear 
very early in life : more than 50 °, of 2 to 3 years old children 
are immunized against one at least of the three types of virus. 

4. The ratio of immunization increases with age : 50 %, of 4 to 
5 years old children are immunized against two types of virus, 
and about 50 °, are fully immunized between 6 and 10 years. 
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93 °/, of the sera of the 11-15 years age group possess antibodies 
against two types, and 75 °%, against the three types. In the 
16-20 years age group, 80,5 %, of the individuals are fully 
immunized. 

5. The sex does not seem to have any influence on immu- 


nization. 
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L’ACTION SIMULTANEE 
DE DEUX OU PLUSIEURS SUBSTANCES 
ANTIMICROBIENNES 


L’ACTION ANTIBACTERIENNE 
DE LA COMBINAISON PENICILLINE- STREPTOMYCINE-CHLORAMPHENICOL 
SUR HAEMOPHILUS INFLUENZAE IN VITRO 


par A.J. ZWART VOORSPUIJ et L.H. BOKMA (*). 


(Laboratoire Clinique, Hépital de U Université, Leyde) 


Pour juger de leffet combiné de plusieurs substances anti- 
bactériennes, nous en mesurons le pouvoir antibactérien en déter- 
minant le nombre de bactéries tuées, la meilleure concentration 
du mélange ou le temps qu’exige leur activité pour étre efficace. 
Ce sont la les trois éléments que comporte la notion de pouvoir 
antibactérien ou les trois fagons pour le mesurer. 

D’aprés celle des trois mesures qu’on aura choisie, on doit lui 
adapter le plan expérimental de facon a garder les deux autres 
facteurs constants. Ainsi, en comparant deux substances quant 
i la concentration la plus efficace de chacune, il faut la recher- 
cher par rapport 4 un effet bactérien et dans un temps choisis 
d’avance. 

La comparaison du pouvoir antibactérien d’un mélange avec 
celui de chacun des composants peut se faire, en principe, de 
deux facons différentes : 

1° On peut comparer le pouvoir du mélange, mesuré du point 
de vue soit de leffet, soit de la concentration, soit du temps, 
avec celui de chaque substance isolément ou de n’ “‘importe quelle 
autre substance ou mélange de substances. 

Suivant cette facon de comparer le pouvoir du mélange, sa 
composition n’entre pas en jeu. 

2° On peut aussi comparer le pouvoir du mélange avec celui 
de chacun des composants pour se rendre compte si ce pouvoir 
représente la somme des pouvoirs de ces derniers, s’il le dépasse 
ou sil lui est inférieur. 


(*) Manuscrit recu le 26 avril 1958. 
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Premiére facon. — Supposons un mélange dont Je pouvoir est 
egal a Py, composé de deux substances A et B, dont les pouvoirs 
sont respectivement P, et P,. 

Cinq possibilités se présentent pour ce mélange (on sup- 
pose P, plus grand que P,) : 

Py, = By Py, sae Pa Py —< Py —< ar Px ae P, Py, < Py 
que nous voudrions appeler activité simultanée du premier, 
deuxiéme, troisiéme quatriéme et cinquiéme ordre. 

L’action du mélange est done du premier ordre si son pouvoir 
est supérieur a celui du composant au pouvoir le plus élevé. Bien 
entendu, il faut préciser laquelle des trois mesures a été utilisée 
et quelle est Ja valeur constante choisie pour les deux autres 
facteurs. 

Au total, il y a donc, pour un mélange formé de deux compo- 
sants, 15 possibilités, puisque le pouvoir est mesurable de trois 
facons, et il est facile de constater que ce nombre, dans le cas 
de trois composants, augmente jusqu’éa 21. Etant donné ce grand 
nombre de possibilités, il semble inutile de donner a chacun un 
nom différent. Nous donnons pour cette raison la préférence a la 
nomenclature proposée ci-dessus. 

Nos expériences ont porté sur lV’action simultanée de la péni- 
cilline, de la streptomycine et du chloramphénicol sur Haemo- 
philus influenzae. Les trois substances ont été mélangées a des 
taux différents, et pour chaque mélange provoquant un arrét 
complet de croissance microbienne en dix-huit heures, nous 
avons noté la concentration. Nous avons travaillé avec des séries 
de tubes a dilutions croissantes du simple au double, chaque 
série représentant un mélange a rapport fixe. Chaque mélange 
une fois constitué a été considéré comme substance unique, sans 
qu’il ait été tenu compte de la nature de ses composants. 

Il va de soi qu'on peut, dans ce genre d’expériences et selon 
les convenances, choisir n’importe quelle valeur pour les facteurs 
« effet » et « temps ». Dans le tableau I nous donnons les résul- 
tats obtenus. Ce sont les valeurs moyennes de 15 expériences 
identiques et indépendantes avec la méme souche. Toutes les 
séries composant une expérience compléte ont été préparées le 
méme jour a partir des mémes solutions-méres. A chacun des 
tubes contenant les solutions de substance(s) antibactérienne(s) 
préparées 4 l’avance, un méme volume de culture en bouillon 
a été ajouté, de telle facon que chaque tube a recu le méme 
inoculum de bactéries se trouvant dans la méme phase de crois- 
sance. Comme bouillon de culture nous avons employé de la 
peptone-protéose contenant les facteurs V et X. La souche Haemo- 
philus influenzae n° 6134, employée dans notre laboratoire 
comme souche standard, a été isolée d'un liquide céphalo- 
rachidien. Elle est du sous-type B de Pittman. 
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Tasteau I. — Résultats expérimentaux. 
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La figure 1 représente le comportement d’Haemophilus 
mjfluenzae vis-i-vis de mélanges composés de pénicilline et de 
chloramphénicol. Sur l’axe horizontal on trouve les taux res- 
pectifs de ces substances que contiennent les mélanges, sur laxe 
vertical le pouvoir antibactérien d’aprés la concentration. Par 
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Fic. 1. — Pouvoir antibactérien de mélanges composés de pénicilline et de 


chloramphénicol. 


hasard, toutes les possibilités nommées ci-dessus y figurent. 
Entre 0 p. 100 et environ 40 p. 100 de pénicilline, le pouvoir du 
mélange est du premier ordre, pour 40 p. 100 de_ pénicil- 
line/60 p. 100 de chloramphénicol du deuxiéme ordre, entre 


Légende du Tasieau I. 


Les valeurs expérimentales données dans ce tableau sont les moyennes de 
15 expériences indépendantes l’une de l’autre. Pour les indices d’activité l’écart- 
type de cette moyenne est calculé a l’aide de la formule suivante : 


S = écart-type ; A = écartement de l’observation individuelle de la moyenne ; 
n = nombre d’observations (15). Acceptant un seuil de signification de 5 p. 100, 
Vindex d’activité s’écarte significativement de 0 (= additivité) lorsque 
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40 p. 100 et 65 p. 100 de pénicilline du troisiéme ordre, pour le 
rapport du mélange 65 p. 100 de pénicilline/35 p. 100 de chloram- 
phénicol du quatriéme ordre, et enfin au-dessus de 65 p. 100 de 
pénicilline du cinquiéme ordre. 

La figure 2, ot l’action simultanée de trois antibiotiques expé- 
rimentés est rendue d’une facon semblable, exige peut-étre 
quelques explications. Chaque point dans le triangle equiatéral 
represente une composition possible du mélange. Si l’on divise 
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Fic. 2. — Pouvoir antibactérien de mélanges composés de pénicilline, streptomycine 
et chloramphénicol, 


chaque coté en 100 parties égales, on peut directement lire sur 
la figure la composition en pourcentage telle qu’elle est repré- 
sentée par un certain point. Ainsj le point P représente un 
mélange composé de 50 p. 100 de pénicilline, 20 p. 100 de strepto- 
mycine et 30 p. 100 de chloramphénicol. On trouve done le pour- 
centage de la concentration d’un cerlain composant sur le cété 
faisant face a Pangle ot ce Composant a été placé dans la figure. 
Si dans un tel diagramme on inscrit la concentration minimum 
trouvée pour chaque mélange expérimenté, on peut tracer des 
courbes reliant les points correspondant aux compositions ayant 
des concentrations minimum identiques. C’est ce que nous avons 
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fait dans la figure 2. Les plus hautes concentrations minimum 
sont trouvées pour des mélanges composés de beaucoup de 
streptomycine, peu de pénicilline et de chloramphénicol. Des 
mélanges contenant beaucoup de chloramphénicol ont une limite 
de concentration basse. Dans la figure 3 seules ont été dessinées 
les courbes correspondant a des concentrations minimum iden- 
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Fic. 3. — Pouvoir antibactérien de mélanges composés de pénicilline, streptomycine 
et chloramphénicol montrant les régions du le, 2¢, 3¢ ordre, etc, 


10 20 


tiques a celles des composants isolés. On y voit les régions 
correspondant a une action simultanée de premier, deuxiéme 
ordre, ete. 


Deuxiéme facon. — Si l’on veut savoir si le pouvoir du mélange 
s’accorde ou ne s’accorde pas avec sa composition, on se trouve 
alors en face de trois possibilités seulement, indépendantes du 
nombre de composants du mélange : 

1° Le pouvoir du mélange est égal 4 la somme des pouvoirs 
de chacun des composants présents dans le mélange. Dans ce 
cas nous parlons d’addition. 

2° Le pouvoir du mélange est supérieur 4 la somme des pou- 
voirs des composants présents dans le mélange. Nous appelons 
synergie ce phénomeéne surprenant. 
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3° Le pouvoir du mélange est inférieur 4 la somme des pou- 
voirs des composants. Nous parlons alors d’anfagonisme. 

Celte facon d’envisager l'étude exige qu’on établisse le pouvoir 
de chaque composant du mélange et qu’on fasse Vaddition de 
ces pouvoirs partiels. Nous avons indiqué plus haut que le pou- 
voir peut étre exprimé en termes de concentration, d’effet anti- 
bactérien ou de temps. Or, dans une étude antérieure |4] nous 
avons montré que, parmi ces trois facteurs, seul le facteur 
« concentration » s’accorde avec la conception « addition », 
« synergie » ou « antagonisme », les deux autres facteurs restant 
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Fic. 4. — Indices d’activité pour la combinaison streptomycine-chloramphénicol. 


arbitrairement fixés. Bien entendu, on est libre de choisir l’unité 
de mesure dont on se servira pour indiquer la concentration. 

En prenant pour unité de concentration, la concentration 
minimum efficace de chaque substance entrant dans le mélange, 
on formule alors un phénoméne d’addition, de synergie ou d’anta- 
gonisme de la fagon suivante : 

Dans un mélange de substances, il y a addition quand l’effet 
antibactérien choisi est obtenu en un temps choisi avec une 
concentration égale A 1, ceci étant la somme des concentrations 
des composants exprimées en leur propre unité de concentration. 
Dans le cas d’une action synergique, cette somme est inférieure 
i 1, dans celui d’une action antagoniste elle est supérieure a 1. 

L’inconvénient de cette facon de présenter les choses est que, 
pour noter la synergie, on ne dispose que de la région entre 0 el 
1, alors que la notation de l’antagonisme peut s’étendre entre 
Let + ow. La symétrie peut cependant étre facilement rétablie 
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en nolant, au lieu de la somme arithmétique des pouvoirs des 
composants, le logarithme de cette somme. Nous appelons ce 
logarithme index d’activité. Etant donné que log. 1 = 0, l’addi- 
tion des pouvoirs est représentée par un index d’activité = 0. 
Un index d’activité positif signifie antagonisme, un index négatif 
signifie synergie. 

_L’index d’activité est en méme temps une mesure quantitative 
simple du degré d’antagonisme et de synergie. Un index d’acti- 
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Fic. 5. — Indices d’activyité pour Ja combinaison pénicilline-streptomycine- 
chloramphénicol. 
vité = + 1 signifie un antagonisme correspondant a une concen- 


tration dix fois supérieure (log. 10 = + 1) a celle qui edt condi- 
tionné une action additive de substances composant les mélanges 
dans les circonstances choisies. 

La figure 4 montre les indices d’activité de la combinaison 
streptomycine/chloramphénicol (voir aussi tableau I). Du _ cdté 
gauche domine un antagonisme modéré, du cdté droit on trouve 
Vaddition des pouvoirs. 

La figure 5 montre des indices d’activité de la combinaison 
pénicilline-streptomycine-chloramphénicol. Les points a l’inté- 
rieur du triangle représentent de nouveau les compositions du 
mélange, tandis que les lignes relient les points correspondant au 
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méme index d’activité. La valeur d’index d’activité est indiquée 
pour chaque ligne. A l’exception d’une région dans l’entourage 
immédiat du chloramphenicol, toutes les autres compositions 
montrent des indices d’activité positive, donc de |’antagonisme. 
L’antagonisme maximum (index d’activité entre + 0,15 et + 0,20) 
se trouve dans une région assez étendue au centre de la figure. 


RESUME. 


Exposé théorique d’un certain nombre de problémes se rap- 
portant a V’action simultanée de deux ou plusieurs substances 
antibactériennes et servant de point de départ pour arriver a une 
nomenclature uniforme dans ce domaine. 

Les résultats de la recherche théorique sont illustrés par des 
expériences in vitro sur l’action simultanée de Ja pénicilline, Ja 
streptomycine et du chloramphénicol sur Haemophilus influenzae. 


SUMMARY 


SIMULTANEOUS ACTIVITY OF TWO OR SEVERAL 
ANTI-MICROBIAL SUBSTANCES. 
ANTIBACTERIAL ACTIVITY 
OF THE PENICILLIN-STREPTOMYCIN-CHLORAMPHENICOL COMBINATION 
on H. influenzae in vitro 


Theoretical study of certain problems on the simultaneous acti- 
vity of two or several antibacterial substances, with a view to 
realize a uniform nomenclature. 

The results of the theoretical study are explained by in vitro 
experiments on the simultaneous activity of penicillin-streptomy- 
cin-chloramphenicol on H. influenzae. 
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RECHERCHES SUR L’EVOLUTION 
DE LA RESISTANCE DE GERMES DU GENRE « PROTEUS » 
AUX ANTIBIOTIQUES USUELS DE 1950 A 1958. 
L‘ACTION « IN VITRO » DE LA NOVOBIOCINE, 
DE LA KANAMYCINE, DE LA NITROFURANTOINE, 
ET DES SULFAMIDES 


par A. LUTZ, M™ M.A. WITZ et A. SCHAEFFER (). 


(Laboratoire Départemental de Bactériologie de Strasbourg 
[Directeur : D* A. Lurz)}) 


Considérés autrefois essentiellement comme saprophytes, les 
Proteus font actuellement partie des germes omniprésents et fré- 
quemment responsables d’affections trés diverses et trés redou- 
lables. 

Le but de ce travail est : 

l° De rechercher quelle est lévolution de la résistance aux 
antibiotiques usuels, a savoir : dihydrostreplomycine, chloramphé- 
nicol, terramycine, framycétine, de diverses variétés de Proteus 
de 1950 a 1958, d’une part dans l’intérét thérapeutique et, d’autre 
part, pour essayer d’élucider le réle attribué aux antibiotiques 
dans la dispersion des souches résistantes sélectionnées. 

2° De rechercher l’action d’antibiotiques plus récents comme 
la novobiocine et la kanamycine et celle de la nitrofurantoine et 
des sulfamides. 


M&THODE EXPERIMENTALE. 


Dans cetle étude nous avons employé la méthode des dilutions 
et comme milieu de culture du bouillon nutritif & pH 7,5. L’ense- 
mencement a été fait d’une facon aussi uniforme que possible 
a la concentration de 10-* germes par centimétre cube et les 
lectures des inhibitions ont été faites aprés dix-huit heures 
d’étuve a 37°. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1958. 
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Le tableau I résume la provenance de 105 souches isolées en 
1957 et 1958 dont nous avons fait l’antibiogramme. 
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Ce tableau met en évidence la relative fréquence des infections 
urinaires par les Proteus. Voici quelques statistiques (tableau II) 
qui montrent leur importance en pathologie urinaire aussi }ien 
chez V’enfant que chez Vadulte. 
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La plupart de nos souches isolées des selles proviennent 
d’adultes ou d’enfants présentant des syndromes diarrhéiques. 
Dans ces cas ces germes ont toujours représenté soit la flore 
unique, soit la flore prédominante. Récemment, Grabber ct 
Dodd [5] ont trouvé que certains Proteus vulgaris, morganii et 
rettgert sont fréquemment isolés dans les diarrhées infantiles, 
particuliérement dans les institutions et les hépitaux hébergeant 
des enfants de moins de 1 an. Ces auteurs ont rarement trouvé 
ces germes chez les enfants en bonne santé. Lanyl [6] a recherché 
récemment, vu la fréquence du Proteus, si les souches isolées 
d’entérites infantiles appartiennent A un groupe  sérologique 
donné. Cet auteur a remarqué que dans les entérites infantiles 
les souches du groupe O38 étaient les plus fréquentes. 


I. — Sur L’EVOLUTION DE LA RESISTANCE DE GERMES 
DU GENRE Proteus AUX ANTIBIOTIOUES USUELS DE 1950 a 1958. 


Dans une publication antérieure [7] nous avions rapporté la 
différence des taux d inhibition par la pénicilline des Proteus 
mirabilis et des autres variétés de Proteus. Nous rapportons ici, 
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dans un travail préliminaire, l’action comparée de la pénicilline 
et de la synnématine B (1), antibiotiques dont les formules sont 
représentées ci-dessous et qui ne different que partiellement. 


Penicilline G 


aye 


[R]—C—N H—cH—ch cH), 


Cann meno 
Synnematine B 0 
HOOC—CH [{CHo}- 
FH (CHa); 
NH. 


Les résultats sont rapportés dans le tableau III. 


TaBLeau III. 


P = Pénicilline (Unités Oxford). S = Synnématine B (ng/ml). 


Ce tableau montre, comme dans le cas de la pénicilline et dans 
la plupart des cas, que les Proteus mirabilis sont inhibés par 
des taux de synnémaline plus faibles que les autres variétés de 
Proteus. 

Il y a résistance croisée entre pénicilline et synnématine. 


(1) Nous remercions les Laboratoires Merck-Sharp et Dohme pour 
la synnématine B qu’ils ont bien voulu mettre a notre disposition. 
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Comme l’ont montré Jackson et ses collaborateurs {8] la pénicil- 
linase commerciale dégrade les deux antibiotiques. Ces mémes 
auteurs ont obtenu des résultats identiques avec des souches de 
Proteus pénicillinase- et « synnématinase » positives. 

Voici les résultats observés depuis nos publications anté- 
rieures [7, 9], pour la sensibilité a la dihydrostreptomycine, au 
chloramphénicol, a la terramycine et a la framycétine. 

Examinons nos résultats pour les Proteus mirabilis, vulgaris, 
morganii et rettgert. 


a) Proteus mirabilis. Le tableau IV résume nos observations. 


TaBLeAu JY. 


g 


DHS 2% 
1954-55 6% 
(hase) ce 
cHLORAM|_7950_| Deu 


igh gs 1954 - 55 . 37%, 
ENICOL de ae 


TERRA- 
MYCINE 
FRAMy- |1954-55| $2 | &%| 72%| s5%| 23%] 77%] | 
CETINE (tase)! 7953-58| Go | 65%| 20%| 733%] 474) |_| 


Ces chiffres mettent en évidence, dans les conditions de ce 
travail, que sil y a relativement peu de changement pour la 
lerramycine, antibiotique auquel Ja majorité des souches résis- 
lent, il y a, par rapport aux années 1954 et 1955, un retour 
trés net vers un plus grand pourcentage de souches sensibles 
i la streptomycine, a la framycétine, mais surtout au chloram- 
phénicol. De 14 p. 100 de souches inhibées par 10 pg/ml ou 
moins de chloramphénicol en 1954-1955 on passe a 58,3 p. 100 
en 1957-1958. Il en résulte que le chloramphénicol est dans ta 
majorité des cas un antibiotique de choix, ce qui concorde avec 
les données de Pocle en 1954 [40], Giles et ses collaborateurs 
en 1956 [44], Waisbren et Strelitzer [42] et Linzenmeier [413] en 
1957. 

b) Proteus vulgaris, Proteus morganti et Proteus rettgeri. ie 
tableau V résume nos résultats. 

De ce tableau ressortent les faits suivants en ce qui concerne 
la sensibilité des souches isolées en 1954-1956 et 1957-1958 : 

1° Augmentation du pourcentage des souches de Proteus vul- 
garis et Proteus morganii sensibles a Ja streptomycine et au 
chloramphénicol, mais diminution de ce pourcentage et accrois- 
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TaBLEAU V. 


ANTIBIONIG ir ANNEES 


Froteus W5+-55| 25 

vulgaris) 1957-58) 10 40 Yo 
D.H.S Prtees 
(bade) organi: 


{ 


30 


25 Yow| J2%| 2+Y% 4%| 12% ¢% 


20% 


| oleus 
i vulgaris 
! 


sement du degré de résistance de Proteus rettgeri a ces antibio- 
tiques ; 

2° Evolution vers la résistance 4 la terramycine d’un plus grand 
nombre de souches des diverses variétés de Proteus vulgaris et 
morganu en 1957 et 1958, et diminution du nombre de souches 
de Proteus rettgeri résistantes 4 cet antibiotique ; 

3° Toutes les variétés de Proteus testées en 1957-1958 sont tres 
sensibles a la framycétine. 

Il résulte de ce travail que les Proteus étudiés présentent une 
proportion non négligeable de souches résistantes 4 la dihydro- 
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streptomycine, au chloramphénicol et a la terramycine, mais 31 
n’y a pas de résistance croisée systématique 4 ces antibiotiques. 
Rappelons que, comme nous l’avons déja montré antérieure- 
ment ‘9], la framycétine, antibiotique d’utilisation locale, est le 
plus bactéricide sur ces germes. 

L’arsenal thérapeutique trés pauvre dans certains cas a amené 
a étudier VPaction d’autres substances. 


II. — L’action in vitro DE LA NOVIOBIOCINE, DE LA KANAMYCINE, 
DE LA NITROFURANTOINE ET DES SULFAMIDES. 


a) La novobiocine. Le tableau VI résume nos résultats sur 
effet bactériostatique de cet antibiotique. 


Tasieau VI. 


Nombre 
tok 


e 
Souches 


> Morgani 


Ce tableau montre que 80 p. 100 des souches de Proteus mira- 
bilis et de Proteus vulgaris sont sensibles 4 la novobiocine. Mais 
il ya un grand écart entre les taux bactériostatiques et les concen- 
trations bactéricides, par exemple: stase, 5 pg/ml; cidie, 
100 pg/ml. Nous n’avons pas pu mettre en évidence de résistance 
croisée systématique avec la streptomycine, le chloramphénicol et 
la terramycine. La majorité des souches de Proteus morganii et 
de Proteus rettgeri sont résistantes A cet antibiotique. Jones et 
ses collaborateurs [44] avaient noté également dans leurs pre- 
miéres recherches sur la novobiocine que les Proteus étaient soit 
inhibés par de petites concentrations de cet antibiotique, soit 
résistants. Nichols et Finland [45] ont étudié le réle du pH sur 
la sensibilité des souches et ont montré que les Proteus sont 
seize fois plus sensibles &4 pH 5,5 qu’A pH 8,1, d’oa Vintérét 
d’acidifier les urines. Baur [46] a utilisé la novobiocine avec succés 
dans les infections des voies urinaires A Proteus vulgaris (2). 


(2) Nous remercions les Laboratoires Bristol pour la kanamycine 
(lot 2.477-37-C4) qu’ils ont bien voulu mettre A notre disposition. 
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b) La kanamycine. La kanamycine est un antibiotique basique 
découvert par Umezawa et ses collaborateurs [47], produit par 
Streptomyces kanamyceticus en culture profonde, actif sur les 
mycobactéries, des bactéries Gram-positives et Gram-négatives. 

Voici nos résultats pour la bactériostase sur les diverses variétés 
de Proteus, comparativement au chloramphénicol, a la terramy- 
cine et a la dihydrostreptomycine (tableau VII). 

Ce tableau nous montre que les C. M. I. de kanamycine sont 
comprises entre 3 et 30 pg/ml. Il n’y a pas de résistance croisce 
entre la kanamycine et les autres antibiotiques. 

Voici dans quelques cas les concentrations bactéricides consta- 
lées par rapport aux concentrations bactériostatiques, apres 
quarante-huit heures de contact a 37° (tableau VIII). 

La kanamycine a des propriétés bactéricides, mais pour des 
concentrations difficiles A atteindre, sauf en thérapeutique locale 
ou dans Jes urines. Pour des concentrations liminaires inférieures 
aux concentrations bactéricides et aprés repiquage sur gélose au 
sang, nous avons observé pour des Proteus en TA: et une 
souche de Proteus morganti Vapparition de colonies L. Rappe- 
lons que Dienes [48] avait montré en 1949 que la pénicilline incor- 
porée a une gélose nutritive de composition appropriée, ense- 
mencée avec diverses souches de Proteus, favorisait l’apparition 
de colomes L (colonies trés petites). 

c) La nitrofurantoine. La recherche de la sensibilité des souches 
a la nitrofurantoine a été faite par la méthode des disques (I. P.) 
et la méthode des dilutions. L’ensemencement était fait dans les 
mémes conditions que dans l'étude des antibiotiques et en méme 
temps, 

Tasrieau IX. 


C.M.I »g/ml. 
varieres | mE | 4 
Pete O} 20| ¥0| 50| #5| 190|>100 


et ala a 


E 2 
morganii| 17 


Comme le montre le tableau IX, il faut d’assez fortes concen- 
rations de nitrofurantoine pour linhibition des souches. Les 
souches les plus sensibles sont des Proteus morganii. Kippax [49] 
a montré les propriétés bactériostatiques de cette substance sur 
les Proteus. Des succés cliniques dans des infections urinaires 
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ont été obtenus par plusieurs auteurs, et en particulier par 
Meyer {20] et Régnier [24]. 

d) Les sulfamides. Pour étudier Jiaction des sulfamides nous 
avons utilisé les disques a concentration croissante de ee a 
savoir : p.amino-phényl-sulfamido-pyrimidine (sulfadiazine), dimé- 
thyl-3,4-sulfanilamide-5-isoxazole (gantrisine) et triple Saad 
a 10 ug, 50 et 250 ug. 

Nos résultats sont résumés dans le tableau X. 


TABLEAU X. 


Manes 
VARIETES Sensi bles e's slanles 
eegehes ensibles 
fea JP Mirabilis JP Mirabilis] 35 | 
RP Vulgaris Pry 
PRettger Pe 


CONCLUSION. 


A, L°ETUDE COMPAREE DES SENSIBILITES AUX ANTIBIOTIQUES USUELS 
DE SOUCHES DE Proteus IsoLkes EN 1954 Er 1955 Er 1957-1958 
nous a permis de constater les faits suivants : 


a) Différenciation nette des Proteus mirabilis et des autres 
variétés de Proteus par leur moindre degré de résistance a !a 
pénicilline et a la synnématine B. 

b) Diminution du pourcentage des souches de Proteus mira- 
bilis, vulgaris et morgani résistantes au chloramphénicol (anti- 
biotique de choix) et a la streptomycine. La majorité des souches 
de Proteus rettgeri résistent 4 ces antibiotiques. 

c) Peu de modification dans la fréquence des souches résis- 
tantes 4 la terramycine qui se présente comme suil, selon les 
types : Proteus mirabilis, 100 p. 100 ; Proteus vulgaris, 80 p. 100 ; 
Proteus morganit, 36 p. 100, et Proteus rettgeri, 20 p. 100. 

d) Les souches des diverses variétés de Proteus sont sensibles 
ad la framycétine. 


B. L’ETUDE DE L’ACTION in vitro DE LA NOVOBIOCINE, DE LA KANA- 
MYCINE, DE LA NITROFURANTOINE ET DES SULFAMIDES nous a montré 
que : 

a) La majorité des souches de Proteus mirabilis et de Proteus 
vulgaris sont sensibles a la novobiocine, alors que la plupart des 
souches de Proteus morganii et rettgeri résistent a cet antibio- 
tique. 
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b) La kanamycine a une action bactériostatique (C. M.L.: 
3/30 ug/ml) et bactéricide sur ces germes. Il n'y a pas de difté- 
rence appréciable selon les divers types biochimiques. 

c) Les souches de Proteus les plus sensibles a la nitrofurantoine 
sont les Proteus morganii et les plus sensibles aux sulfamides 
sont les Proteus mirabilis, variété la plus répandue. I] n’y a 
pas de résistance croisée systématique a ces deux substances. 

Ce travail montre enfin la nécessité d’effectuer dans tous les 
cas un antibiogramme complet et l’intérét que peut présenter la 
recherche de la sensibilité a la nitrofurantoine et aux sulfamides. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE EVOLUTION OF RESISTANCE OF THE GENUS Proteus 
TO ROUTINE ANTIBIOTICS FROM 1950 to 1958. 
In viVO ACTIVITY OF NOVOBIOCIN, KANAMYCIN, NITROFURANTOIN 
AND SULFANILAMIDES. 


A. The study of the resistance to routine antibiotics of the 
strains isolated in 1954, 1955, 1957 and 1958 shows : 

a) The possibility of differentiating Pr. mirabilis form the other 
variants of Proteus because of the lower resistance of Pr. muira- 
bilis to penicillin and B synnematin. 


b) The decrease of the percentage of Pr. mirabilis, Pr. vul- 
garis and Pr. morganw resisting to chloramphenicol and strepto- 
mycin. Most strains of Pr. rettgeri resist to these antibiotics. 


c) No important change in the resistance to oxytetracyclin, 
which to-day is as follows : Pr. mirabilis, 100°, of the strains ; 
Pr. ‘vulgaris, 80%), ; Pr--morgant, 36 5 Pr. retiger, 20 7). 

d) The different variants of Proteus are sensitive to framycetin. 


B. The study of in vitro activity of novobiocine, kanamycin, 
ritrofurantoin and sulfanilamides shows : 
a) Most strains of Pr. mirabilis and Pr. vulgaris are sensitive 


to novobiocin ; most strains of Pr. morganii and Pr. rettgeri are 
resistant. 


b) Kanamycin has a bacteriostatic (M. I. C.: 3/80 ug/ml) and 
8 bactericidal activity on these germs. There is no significant 
difference between the biochemical types. 


c) The strains most sensitive to nitrofurantoin are Pr. morganii, 
the most sulfanilamid-resistant, Pr. mirabilis. There is no cross- 
resistance between these two drugs. 

Besides, the study shows the necessity to always carry out a 
complete antibiogram and the interest of the nitrofurantoin and 
sulfanilamide sensitivity. 
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ETUDE ELECTROPHORETIQUE 
DES TUBERCULINES ORIGINALES OU TRAITEES 
PAR LES ANTIBIOTIQUES SPECIFIQUES 


par J. MEYER, R. SARTORY, J. MALGRAS et P. SCHURCH (*). 


(Laboratoire de Microbiologie 
de la Faculté de Pharinacie de Strasbourg) 


Parallélement 4 nos essais in vivo sur l’action des tuberculines 
traitées préalablement par ]’isoniazide ou la streptomycine [4, 2], 
nous avons tenu a étudier par |’électrophorése les modifications 
de ces aniigénes. 

Notre technique dérive de celle de Seibert [3]: on fractionne la 
molécule protéique par précipitations a froid avee de l’alcool en 
modifiant alternativement la concentration ionique des substrats 
a pH = 6,8 et 4,6. Nous donnons la marche opératoire de ces 
expériences dans le schéma 1. 

Nous avons ainsi pu caractériser les différentes fractions de la 
molécule tuberculinique, suivant leur activité allergique sur 
Vanimal tuberculeux. On sait déja, d’aprés Seibert, qu’il existe 
5 fractions caractérisables par leur mobilité électrophorétique et 
dont Vactivité tuberculinique se répartit de la facon suivante : 
fraction I: plus faible que la tuberculine P. P. D. standard ; 
II: trés active; III: moyennement active; IV: trés active; 
V : aucune activité. 

Grace a lamahilité de M. le D? Bretey [4], de I’Institut Pasteur, 
nous avions a notre disposition 0,1 g de tuberculine IP 48 pure 
exempte de tampon. Nous avons divisé cette quantité en trois 
fractions de 0,03 g, dont la premiére a servi a effectuer nos 
recherches électrophoréliques sur la tuberculine seule, les deux 
autres fractions ont été traitées par la streptomycine ou liso- 
niazide d’aprés la technique indiquée dans nos publications pré- 
cédentes, 

D’autre part, nous avons dilué 250000 unités de tuberculine 
brute dans 5 em?’ d’eau distillée stérile, puis nous y avons ajoulé 
6,5 cm? d'une solution a 25 p. 100 de streptomycine ou d’iso- 


(*) Manuscrit recu le 13 juin 1958. 
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Tubercnline brute diluée (pH = 6,8) + CH,COOH pH = 4,6 


; Y 
Electrophorése <—_________. Précipité (fraction I) = Protéines C 


+ Surnageant n° 4 


\/ 


Surnageant n° 4 ajusté & pH = 6,8 


V/ 
Electrophorése <——_——_—_______ Précipité faible (fraction II) 
+ Surnageant n° 2 


Y 


Surnageant n° 2 + Alcool jusqu’a 30°- 45° 


Y 


Electrophorése <——————____ Précipité (fraction V) Polysaccharides 
+ Surnageant n° 3 


\é 
Surnageant n° 3 + CH,COOH jusqu’da pH = 4,6 


Y 
Electrophorése <——______—. Précipité (Protéines B) 


+ Surnageant n° 4 


Y 
Surnageant n° 4 ajusté & pH = 6,8 + Alcool jusqu’a 70° 
Af 
Précipité 
+ Surnageant n° § ————————_ 
Y Y 
Précipité + H,0 Surnageant n° 5 ajusté a pH = 4,6 
+ Sulfate d’ammonium 4/2 sat. + alcool jusqu’a 90° 


Y 


Electrophorése <— Précipité (fraction 11) 
+ Surnageant n° 6 
| 
\f ; 
Surnageant n° 6 dialysé et concentré 
= fraction III Y 
Précipité (fraction LV) 
+ Surnageant n° 7 


V/ 
Surnageant n° 7 ajusté & pH = 6,8 
concentré 
= fraction V 
Polysaccharides 


Electrophorése < 


Schéma 1. 


niazide. Nous avons adopté ces proportions en vue de nos essais 
expérimentaux sur les animaux. Nous avons ainsi pu effectuer 
des études électrophorétiques de comparaison entre les prépara- 
tions & la tuberculine brute et celles a la tuberculine IP’ 48. Nous 
donnons ci-dessous les diagrammes électrophorétiques des tuber- 
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culines seules (fig. 1 et 2) et des tuberculines + streptomycine 
(fig. 3 et 4), puis des tuberculines + isoniazide (fig. 5 et 
En comparant le diagramme de la tuberculine brute avec celui 


Diagramme électrophorétique de la 
Tuberculine brute seule 


10 20 30 40 50 


2 7 dt a a I 
Diagramme électrophorétique de/la 


40 Tuberculine IP 48 pure 


| 
20 
10 


de la tuberculine brute + isoniazide, 
hier est considérablement étalé, 
tota'es soit diminué. Quant au fr 


méthode de précipitation, 


nous relevons les faits sulv 


6). 


nous constatons que ce der- 
sans que le taux de protéines 
achlonnement effectué par notre 
ants : 


la 
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fraction I a augmenté dans une proportion de 30 a 35 p. 100 et 
sa mohilité électrophorétique semble plus rapide. La fraction II 
est également augmentée de 50 a 65 p. 100 et sa mobilité électro- 
phorétique est restée stable. ‘La fraction III est quantitativement 
comparable et sa mobilité électrophorétique a augmenté. ‘La frac- 
tion IV a nettement diminué (60 a 68 p. 100) et sa mobilité 


Diagramme électrophorétique de /a 
Tuberculine brute + Streptomycine 


50 
40 
30 
20 
10 
(CMO 900) GON” sol encgu7O0 ses Soul ign omiomenm 
Fic. 3 
Diagramme électrophorétique de la 
30 Tuberculine IP 48 + Streptomycine 
20 
10 
pee a nN 
10 20 30 40 D0) 60 70 80 90 100 mm 
Fic. 4. 


électrophorétique est moins rapide. La fraction V a diminué dans 
une proportion de 70 a 82 p. 100 et sa migration est nettement 
ralentie. 

Le méme fait ressort des deux diagrammes de la_tuber- 
culine IP 48 seule et traitée par Visomiazide. L’augmentation du 
taux des protéines semble méme ici plus importante. Ce fait 
s’explique également par les différentes fractions isolées au 


504 


30 4 


204 
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moyen de la méthode de précipitation. La fraction I a augmenté 
de 35 a 43 p. 100 et sa mobilité électrophorétique a augmente. 


Diagramme electrophorétique de la 
Tuberculine brute + Isoniazide 


10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 mm 


Diagramme électrophorétique de la 
Tuberculine 1P 48 + Isoniazide 


La fraction II a un taux plus élevé de 30 & 40 p. 100 avec une 
migration électrophorétique plus rapide. Par contre, la frac- 
tion III est diminuée ici (28 a 38 p. 100) avec une mobilité électro- 
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phorétique légérement ralentie. La fraction IV a perdu 88 a 
48 p. 100 de son taux et sa mobilité a également diminué. La 
fraction V reste toujours inapparente, comme dans la_tuber- 
culine IP 48 seule. 


Quant a l’action de la streptomycine, nous arrivons aux consta- 
tation suivantes : la fraction I est quantitalivement diminuée dans 
la proportion de 60 p. 100 environ et sa courbe s’est étalée par 
une mobilité électrophorétique plus lente. La fraction II est dimi- 
nuée d’environ 10 a 15 p. 100 avec une mobilité inchangée. La 
fraction IIT est sensiblement stable quantitativement et sa migra- 
tion se fait moins vite. La fraction IV est restée stable avec une 
mohilité électrophorétique légérement ralentie. ‘La fraction V est 
abaissée pour la tuberculine brute + streptomycine de 90 p. 100 
environ, ef reste inapparente pour la préparation a la tuber- 
culine IP 48, 

En considérant ces modifications par rapport a l’activité tuber- 
culinique méme, nous constatons que celle-ci est diminuée par 
Vaction de la streptomycine sur les deux tuberculines, puisque 
nous avons pu constater que la fraction II, trés active, est 
amoindrie, alors que la fraction IV et la fraction III, moyen- 
nement actives, sont restées sensiblement stables. L’action de 
Visoniazide semble opposée, puisque nous constatons une aug- 
mentation importante de la fraction II et une diminution des frac- 
tions IIT et IV. 

I] faut insister également sur la différence d’action entre la 
streptomyeine et Visoniazide vis-a-vis des tuberculines, puisque 
nous avons constaté qu’une proportion relativement élevée de 
proléines est adsorbée par la streptomycine et disparait dans ie 
diagramme électrophorétique. L’isoniazide ne semble pas _ pos- 
séder ce pouvoir adsorbant, puisque les taux de protéines restent 
constants. 

Ces expériences nous permetient de confirmer les constatations 
de Fust '5] selon lesquelles Visoniazide peut inactiver la tuber- 
culine in vitro et in vivo jusqu’éa un certain point. Cet auteur 
conclut que cet effet doit jouer un rdéle dans laction favorable 
que cet antibiotique exerce sur le cours de la tuberculose. 


Dans cet ordre d’idées, nous avons entrepris nos essais expé- 
rimentaux sur Jes animaux tuberculisés en employant nos trois 
préparations : tuberculine IP 48 pure seule et associée, d’une 
part a la streptomycine, et d’autre part a l’isoniazide. 

Ces expériences nous ont prouvé, par les résultats histo-patho- 
logiques et cliniques, que les tuberculines traitées par les anti- 
biotiques spécifiques ont un effet de détoxication sur les pro- 
cessus évolutifs des foyers tuberculeux. Nos expériences appuient 
ainsi les résultats des auteurs francais : Canetti et ses collabo- 
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rateurs [6], Fourestier [7] et ses éléves, ainsi que ceux de l’école 
anglo-saxonne de Young, Kers, Smith et Volumm [8], qui ont 
conclu que l’action extraordinaire des antibiotiques microbiens 
ou chimiques permet sans nul doute actuellement d’ouvrir a nou- 
veau le chapitre de l’antigénothérapie des maladies tuberculeuses. 

Nos expériences sur l’action de ces préparations tuberculi- 
niques in vivo pour l'étude histo-pathologique seront publiées 
sous peu [9]. 

RiesuME. 


Nous avons effectué des expériences électrophorétiques pour 
controler l’influence de l’isoniazide et de la streptomycine sur ta 
tuberculine brute ou pure (IP 48). Cette étude a été complétée 
par le fractionnement des différents éléments protéiques par 
Valcool a froid et A pH alternatif de 6,8 et 4,6. Ces deux tech- 
niques nous ont permis d’étudier les modifications structurales 
des tuberculines sous l’influence des deux antibiotiques et de 
leur activité tuberculinique. Nous avons ainsi pu conslater que 
Ja streplomycine et principalement Visoniazide améenent une 
détoxication du pouvoir allergisant de la tuberculine, tout en 
conservant son action antigénique. 


SUMMARY 


ELECTROPHORETIC STUDY OF TUBERCULINS 
AND OF TUBERCULINS TREATED BY SPECIFIC ANTIBIOTICS. 


Electrophoretic experiments have been carried out in order to 
study the action of isoniazid and streplomycin on old and pure 
(IP 48) tuberculins. The different proteic constituents have been 
fractionated by alcohol at low temperature and alternately at 
pH 6.8 and 4.6. 

These two techniques have allowed to study the structural 
alterations of tuberculins under the influence of the two anti- 
biotics, and the changes of their tuberculinic activity. 

The findings show that isoniazid and to a lesser degree strepto- 
mycin, induce a decrease of the allergic activity of the tuberculin 
without altering its antigenic action. 
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ETUDE DE QUELQUES SOUCHES 
DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
ISONIAZIDO-RESISTANTES 
ET FORTEMENT PATHOGENES POUR LE COBAYE 


DeuxizmME MEMOIRE. 


DISCUSSION DES RESULTATS 


par Conrad LIBERMANN (*) (**). 


(Institut Pasteur, Service de Recherches sur la Tuberculose 
{Chef de Service : D™ Jean Brertey}) 


INTRODUCTION. 


Nous avons décrit, dans un premier mémoire [4], quatre souches 
de bacilles tuberculeux isoniazido-résistants et pourtant fortement 
pathogénes pour le cobaye (1). 

L’isoniazido-résistance d’un bacille donné et sa virulence. pour 
le cobaye sont compatibles. Il n’existe pas de taux limite d’isonia- 
zido-résistance au-dela duquel toufes les souches sont atténuées. 
Simplement, au fur et & mesure que l’isoniazido-résistance aug- 
mente, les souches virulentes se raréfient [2]. 

Il nous reste a vérifier si nos observations constituent bien une 
véritable démonstration de lV’existence de bacilles a la fois viru- 
lents et isoniazido-résistants, 

Freerksen et Meissner [2] ont dit que les contradictions appa- 
rentes entre chercheurs ne provenaient que de J’inobservation 
des conditions suivantes : une définition précise de la notion de 
résistance, |’élimination de tous les bacilles sensibles du sein des 
souches étudiées, l’adoption d’une dose d’inoculation bien choisie. 

Nous inspirant de ces préceptes, nous allons analyser succes- 
sivement la résistance de nos souches et leur virulence. 


(*) Attaché de Recherches au C.N.R.S. 

(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1958. 

(1) M. le Professeur Georges Brouet, de la Faculté de Médecine de 
Paris, MM. les D'™’ V. Coudurier, de Chambéry et Le Melletier, de 
Versailles, ont bien youlu choisir ces souches et nous les confier. 
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I. — QUELLE EST LA RESISTANCE DE NOS SOUCHES ? 


Pour apprécier la résistance 4 l’isoniazide des souches étudiées, 
nous avions le choix entre plusieurs critéres : 

La résistance eaxtréme correspond a la concentration minima 
disoniazide qui inhibe tous les individus bactériens a l'exception 
de quelques unités. 

Dans Vhypothése oti la sensibilité des individus a Visoniazide 
suit une loi logarithmico-normale, la distribution des sensibilités 
dans la population étudiée se fait de zéro a Vinfini. Le critére 
«résistance extréme » ne permet donc de tirer de l’observation 
effectuée que des renseignements fort imprécis sur la distribution 
de la population entiére. 

On souléve les mémes objections lorsqu’on utilise le critére 
oppose, la résistance tolale, qui correspond a la concentration 
maxima’ @isoniazide qui n'inhibe aucun bacille ou encore, a des 
variations aléatoires prés, a la concentration minima qui inhibe 
quelques individus seulement. 

On peut comparer ce critere a ce que lon appelle, dans Je 
domaine de la toxicité, « dose minima mortelle » ou DMM, qui 
correspond en effet a la plus forte concentration de la substance 
éludiée que supportent tous les individus d’une population. Dans 
Je cas qui nous concerne, il ne s’agit pas d’animaux supérieurs, 
mais de bactéries ; et nous utilisons le terme « inhibition » sans 
préjuger de la bactéricidie ou de la bactériostase. 

L’expérience nous a montré que l’on n’obtenait guére de résul- 
tats cohérents lors des titrages successifs de lisoniazido-résis- 
tance d’une méme souche lorsqu’on s’en tenait & Vun de ces 
criléres. D’autre part, lensemencement de dix tubes de milieu 
de Loewenstein-Jensen non imprégnés d’isoniazide, avec un méme 
volume d’une méme dilution en milieu liquide de Dubos d'une 
méme souche, nous avait montré que le nombre de colonies 
observées pouvait varier du simple au double d’un tube a Vautre. 
C'est pourquoi, pour lappréciation des résultats des titrages 
d’isoniazido-résistance, nous avons décidé de considérer comme 
« aussi riche que le tube-témoin » le tube dans lequel le nombre 
de colonies atteignait 50 p. 100 au moins du nombre de colonies 
observées dans ce tube-témoin [3]. 

Cette solution de prudence permettait de ne pas considérer 
comme des variations de la souche des différences entre les 
résultats de plusieurs titrages successifs qui élaient peul-étre dues 
tout simplement a des variations de l’ensemencement d’un tube 
‘1 Vautre. En revanche, elle risquait de nous amener a regarder 
comme identiques des populations qui ne l’étaient pas. C’est ce 
qu’a montré l’étude de la variance des couples de témoins inclus 
dans nos titrages d’isoniazido-résistance. 

Annales de l'Institut Pasteur, 95, n° 4, 1958. 28 
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Un autre critére, qui présente a la fois l’avantage d’étre beau- 
coup plus salisfaisant théoriquement et de serrer la réalité de plus 
prés, est donné par la concentration inhibitrice 50 p. 100, ou 
«C. 1.50», c’est-a-dire la concentration disoniazide qui inhibe 
50 p. 100 des individus bactériens. 

C’est la transposition dans le domaine de la résistance bac- 
lérienne aux antibiotiques, de la notion de « dose létale 
50 p. 100» ou « D.L.50», utilisée couramment dans les études 
de toxicité, notion que des considérations mathématiques per- 
mettent de tenir pour le chiffre le plus précis que l’on puisse 
déduire de la mesure effectuée [4, 5}. 

Les criléres précédents ne préjugeaient pas ce qui se passait 
entre deux concentrations éprouvées consécutives. Or, une telle 
interpolation est rendue possible par la considération du nombre 
de colonies observé sur deux tubes de concentrations différentes, 
exprimé en pourcentages par rapport au nombre de colonies 
observé sur le tube-témoin sans isoniazide. (L’expression de ces 
pourcentages en « probits » {4}, placés en ordonnées, transforme 
la courbe d’inhibition en une droite dont l’intersection avec les 
concentrations d’isoniazide, placées en abscisses sur une échelle 
logarithmique, indique le degré d’inhibition réalisé par chaque 
concentration et, plus particuliérement, la C. 1.50. Et cela sans 
que Von soit obligé de multiplier a Vinfini les concentrations 
eprouvees. 

I] n’en reste pas moins que si l’on n’éprouve pas un nombre 
de concentrations suffisant, on risque de manquer les valeurs entre 
lesquelles le pourcentage de colonies passe d’un chiffre voisin de 
100 p. 100 4 un chiffre voisin de zéro : on ne pourra alors pas 
établir de courbe. C’est ce qui s’est produit dans une grande partie 
des titrages de lisoniazido-résistance de la souche GO. 


Voici les principaux résultats de l’étude de la distribution des 
isoniazido-résistances dans les souches DEM., TIL. II, GO. et 
BR. 1, par la méthode des probits. 

Le détail de cette étude sera donné dans une note séparée [6]. 


a) Souche DEM. : 


C. 1.50 (concentration inhibitrice 50 p. 100) .............. 1,14 pg 
Limites de confiance 4 5 p. 100 : 
Superieure: te ceva. <tc at ereeeyents neste hectares eee ea 1,21 pg 
Inderie um ay, 5 tigate acs ors licen See ATA: OE eee ee 1,06 pg 


Ces chiffres sont calculés (2) 4 partir de 23 titrages d’isoniazido- 
résistance, effectués sur la souche DEM. A ses différents stades, 
avant ou apres passage sur cobaye, avant ou aprés passage sur 


(2) Les calculs ont été effectués en collaboration avec le Dt Georges 
Anguera, Chargé de Recherches & 1’Institut d’Hygiéne. 


SOUCHES DE M. TUBERCULOSIS INH-RESISTANTES 435 


milieu imprégné d'isoniazide. L’homogénéité des résultats montre 
que l’isoniazido-résistance de la souche n’est pas affectée de facon 
notable par ces différentes manceuvres, A une seule exception prés 
(le titrage n° 4 du premier mémoire [4], p. 318 et tableau I, ibid., 
Pp. sli. 

La figure 1 montre l’aspect du faisceau de droites obtenu et 


10 Probits 
Souche DEM. 


50% 
> 
\ 
SS 
of O2 Os f 2 5 70 pg d'isoniazide 
fc. 1. — Courbes d’inhibition par Visoniazide de la souche DEM. Chaque courbe 


correspond 4 un titrage d’isoniazido-résistance par la méthode de Coletsos. La 
valeur médiane est tracée en pointillé. Nous avons placé en abscisses, sur une 
échelle logarithmique, les concentrations d’isoniazide et, en ordonnées, les pour- 
centages d'inhibition exprimés en probits. La valeur 100 p. 100 est définie par 
la moyenne arithmétique des nombres de colonies trouvés sur les deux tubes- 
témoins sans isoniazide et la valeur 0 p. 100, par l’absence totale de colonies. 
La concentration inhibitrice 50 p. 100: correspondant 4 chaque courbe est donnée 
par l’intersection de celle-ci avec le probit 5. 


leur résultante. On n’a constaté qu’une seule mesure aberrante, 
le titrage n° 4, qui a été représenté sur la figure, mais éliminé 
du calcul. Cette figure montre également que le tilrage n® 8 
(premier mémoire [4], p. 319 et tableau I, ibid., p. 317) n’est pas 
aberrant, mais constitue un cas-limite que les lois du hasard 
suffisent 4 expliquer. 
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La distribution de la population DEM. a été déterminée graphi- 
quement : pour 95 p. 100 de cette population, les isoniazido-résis- 
tances s’échelonnent entre 0,26 pg et 3,2 wg suivant les individus. 


b) Souche TIL. IT: 


Cn a | ee Se eR ons artery ato octudTo Us ode nggone 3,23 ps 
Limites de confiance 4 5 p. 100 : 
Supérieure: e.qesmvtetaiaisie) flor eleleteletoratateistei= onettstoteioketeckaetate 3,80 ps 
LAC Rene SRO EO MOU mn AES AO CED OO SOOU OO 2,74 ps 


Souche TIL. II 


== 5.0 7 


L ics = Raat oes er pe Bawah: 
O1 0,2 Os 4 2 s 10 Kg A isonimzide 
Fic. 2. — Courbes d’inhibition par V'isoniazide de la souche TIL. II. 


Distribution déterminée graphiquement : pour 95 p. 100 de Sa 
population, les isoniazido-résistances s’échelonnent entre 0,45 et 
eo pe. 

On voit que c’est une distribuiion beaucoup plus étalée que 
celle de la souche DEM. En effet, la pente de la droite résultante 
concernant la souche TIL. II est moins forte que celle de la 
souche DEM. Le faisceau de droites TIL. II n’en est pas moins 
fort serré, comme le montrent d’une part la figure 2 et de l’autre 
les limites de confiance ci-dessus, calculées a partir de 34 titrages, 
dans les mémes conditions que pour la souche DEM. | 
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CAERLACS OR etatens Sepetasratete ote ean SIN cVatrs Re 0,12 ng 
Limites de confiance 45 p. 100 : mie 
DSUPORLe UT em hy crsisters tenses necro es) Catone astro eh re ee 0,14 ug 
ATePGri CURE: Sate: rctonyehcctae torts sen ere eee: Cte 0,10 ug 


Distribution déterminée graphiquement : pour 95 p. 100 de !a 
population, les isoniazido-résistances s’échelonnent entre 0,037 
et 0,37 ug. 

Il est indispensable de préciser que seuls 5 titrages se. sont 


Probits 


Souche Br 


—50% 

o 

& 

N 

— 

i= 

° 

2 

ao 

Sy 

ay (fos 

Fic. 3. — Courbes d’inhibition par Visoniazide de la souche BR. 1. 


montrés utilisables pour ces déterminations (fig. 3), les autres 
comportant des amas de colonies incomptables dans tous les tubes- 


iémoins. 
d) Souche GO.: 
C.1.50 (valeur déterminée graphiquement) ............++.. 1,3 pg 
Distribution déterminée graphiquement : pour 95 p. 100 de la 
population, les isoniazido-résistances s’échelonnent entre 0,25 et 


) wg (fig. 4). 
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Pour ces déterminations, nous n’avons tenu compte que des 
5 titrages comportant le tube de concentration 2 we/cm*, consl- 
dérant que cetle concentration était trop proche de la C,1, 50 
présumée pour que l’on ptt s’en passer. 

Par ailleurs, la méthode utilisée ne permettait pas de repré- 
senler graphiquement les résultats des 2 titrages qui n’avaient 


Probits 
9 Ss 
8 oe 


Souche GO, 

? 

6 

5 —50% 
y 

3 

2 

1 

ie a ne = = 
3) oe Oe d 2 5 10 3 dlisoniaxide 
Fie. 4. — Courbes d’inhibition par Visoniazide de la souche GO. 


présenté de croissance que sur les tubes-témoins (premier 
mémoire [4], p. 327). 

En ce qui concerne l’ensemble des souches, le calcul des 
limites de confiance est valable & condition que le nombre total 
d’individus estimé d’aprés Jes tubes-témoins corresponde bien 
a la réalité. En fait, ce nombre est affecté d’une variance que 
nous n’avons pas introduite dans le calcul et qui aurait affecté 
i leur tour les fluctuations de la C.1.50. Dans le cas de la 
souche GO., nous n’avons pas tenu compte du calcul, considé- 
rant que ces fluctuations étaient trop marquées. 

Une deuxiéme réserve, encore plus importante, correspond au 
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fait que chaque colonie ne provient pas obligatoirement d’un 
seul individu bactérien. Or, la probabilité d’ inhibition d’un 
groupe d’individus est évidemment inférieure A celle d’un individu 
unique, ce qui doit se traduire par une diminution de la pente 
de la droite et un déplacement de la C.1.50 vers les fortes 
concentrations. Les conditions expérimentales ne nous permet- 
tent malheureusement pas de déterminer l’importance de ce phé- 
noméne. Toutefois, le calcul permet la comparaison entre souches 
différentes : il reste done légitime. 


Nous disposons ainsi d’une définition précise de la notion de 
résistance. Elle se fonde sur lhypothése d’une_ distribution 
normale des sensibilités bactériennes. 

Si cette hypothése est exacte, le probléme de |’élimination de 
tous les bacilles sensibles d’une population déterminée se heurte 
a la considération théorique suivant laquelle la distribution des 
résistances dans cette population, quelle qu’elle soit, se fait de 
zéro a linfini. Il peut done y avoir des individus sensibles dans 
toute population bactérienne isoniazido-résistante. 

Donec, la meilleure méthode pour démontrer qu’une souche 
résistante est virulente par ses bacilles réssitants ne consiste pas 
a s’efforcer d’éliminer, par des passages successifs sur milieu 
imprégné d’isoniazide, des bacilles sensibles qui peuvent toujours 
réapparaitre, théoriquement tout au moins. 

Par contre, le fait de trouver dans les lésions viscérales non 
régressives du cobaye une population résistante telle que le titrage, 
dans ses limites de précision habituelles, ne soit capable d’y 
mettre en évidence que des bacilles résistants montre a lui seul 
qu’il existe bien des individus en méme temps résistants et 
virulents. 


II. — 'LEs soUCHES QUE NOUS DECRIVONS 
SONT-ELLES NORMALEMENT VIRULENTES ? 


Elles sont certainement beaucoup plus virulentes que la grande 
majorité des souches isoniazido- résistantes que nous avons exa- 
minées. Mais pouvons-nous aller jusqu’aé dire que leur virulence 
est normale ? C’est 14 un probléme d’autant plus délicat que ta 
définition méme de la virulence « normale » du bacille tubercu- 
leux se révéle fort malaisée. 

En matiére de tuberculose, on considére comme virulent pour 
le cobaye tout bacille qui Je tue avec des lésions viscérales. On 
définit le degré de virulence par la durée moyenne d’évolution ou 
par la gravité des lésions en fonction de la dose inoculée [7]. 


a) La dose: La dose infectante efficace, c’est la plus petite 
dose de bacilles capable de produire une tuberculose mortelle du 
cobaye [8, 43]. 
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Les souches pleinement virulentes sont capables de tuer le 
cobaye a la dose de quelques bacilles, ou méme d’un seul, comme 
ont montré les expériences de micro-manipulation de Bretey [9]. 
Inversement, une souche de virulence trés atténuée ne donnera 
que peu ou pas de lésions, méme avec une dose trés forte. Dans 
le cas d’une atténuation de moyenne importance, le comporte- 
ment de la souche variera suivant la résistance individuelle de 
chaque cobaye. 

En ce qui nous concerne, nous ne disposions pas de cobayes 
en lignées pures et de susceplibilité connue a linfection tuber- 
culeuse [10]. Les différences individuelles entre cobayes ont done 
eu l’oceasion de jouer, de sorte que la dose infectante efficace 
napparait pas comme un chiffre unique: il existe une frange 
intermédiaire a l’intérieur de laquelle chaque cobaye se compor- 
tera a sa fagon. 

Ce facteur a dd intervenir dans le cas de la souche GO. A partir 
du moment ot sa virulence s’est atténuée, la dose utilisée a 
coincidé avec cette dose intermédiaire a effet sélectif, mettant en 
évidence des différences individuelles qui ne seraient apparues ni 
en présence d’une souche trés virulente, ni en présence d'une 
souche encore plus atténuée. 

En revanche, les souches DEM. et TIL. I, inoculées au cobaye 
a des doses aussi petites que 10—-* et 10—-° mg, ont continué a 
provoquer chez tous les animaux des lésions viscérales mortelles. 


b) Le temps : Pour une dose donnée, la virulence est mesurée 
par le temps moyen de survie. 

L’expérience montre que l’éventail des comportements indivi- 
duels reste assez large. Ainsi, 38 cobayes inoculés avec 0,01 mg 
de bacilles provenant de diverses colonies d’une méme_ souche 
H387Rv ont présenté un éventail de survies beaucoup plus étalé 
que ne ladmettaient les classiques (fig. 5). 

L’examen des temps de survie de 30 cobayes inoculés avec 
0,001 mg de la souche TIL. II a ses différents stades montre 
(fig. 6) que la distribution des morts dans le temps est tires 
analogue et qu’il n’y a pas de différence significative (3) avec 
la souche H57Rv, bien que la dose inoculée soit dix fois plus 
faible. 

Si Von s’en tient au critére temps de survie, la virulence de 
la souche TIL. IL peut done étre considérée comme normale. 

Cette conclusion paraitra encore plus évidente si l’on compare 
Je comportement de la souche GO. avec le sien. Dans le cas de 
21 cobayes inoculés avec 0,5 mg de bacilles de la souche GO., 


(3) Les calculs ont été effectués en collaboration avec le D® Georges 
Anguera. 
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Fic. 5. — Survie, en mois, des cobayes inoculés par voie sous-cutanée inguinale 


avec 0,01 mg chacun de bacilles de la souche H37Ry. Tous les cobayes représentés 
sont morts spontanément. 
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Fic. 6. — Survie, en mois, des cobayes inoculés par voie sous-cutanée inguinale 
avec 0,001 mg chacun de bacilles de Ja souche TIL. II. Tous les cobayes représentés 
sont morts spontanément. 
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prise au moment ow elle avait déja perdu une partie de sa viru- 
lence, la distribution des morts (fig. 7) est trés différente de celle 
que donnent les souches H37Rv et TIL. I, beaucoup plus étalée 
dans le temps, et sans « pic » de mortalité pendant les premiers 
mois, bien que la dose d’inoculation soit beaucoup plus forte 
et bien qu’une partie des cobayes aient été sacrifiés. Cette diffé- 
rence est significative. L’atténuation de virulence est donc évi- 
dente, méme si l’on ne tient pas compte de l’importance des 
lésions. 

Pour des souches de virulence encore plus atténuée, comme le 
sont la majorité des souches isoniazido-résistantes, un graphique 


Nombre 
de 


cobayes [22] sa ceigivs 


Fic. 7. — Survie, en mois, des cobayes inoculés par voie sous-cutanée inguinale 

avec 0,5 mg chacun de bacilles de la souche GO., prise aprés son atténuation. 

Les cobayes morts spontanément sont représentés en grisé, les cobayes_ sacrifiés 
en poimtillé. 


de survie n’aurait pas beaucoup de sens, les lésions rétrocédant, 
au moins de fagon temporaire [44, 42], et la survie des cobayes 
dépendant pour une large part des maladies intercurrentes. 


c) La gravité des lésions: L’examen des lésions de nos ani- 
maux nous a montré que presque tous les cobayes inoculés avec 
les souches BR. 1, DEM. et TIL. II, et méme avec la souche GO. 
avant quelle ne se modifiat, présentaient des lésions viscérales 
considérables et irréversibles. 

Histologiquement, la souche DEM. présentait des lésions fibro- 
folliculaires le plus souvent, exsudatives parfois, avec des infarctus 
terminaux de la rate. Dans leur ensemble, ces lésions témoignent 
(un pouvoir pathogéne marqué et méme considérable. 

Dans le cas de la souche BR.1, les lésions constatées sont 


2% 25 26 mois 
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surtout exsudatives. Il est moins fréquent qu’elles soient folli- 
culaires, tout au plus présentent-elles des cellules épithélioides, 
plus rarement des cellules géantes. La mort, rapide, est due 
& des accidents aigus ou a des complications brutales. Histologi- 
quement, la gravité et l’extension des lésions tuberculeuses ne 
paraissent pas aussi considérables que Jlaurait fait croire la 
rapidité de l’évolution. 

Souche GO.: Les aspects de tuberculose massive rencontrés 
au début laissent la place par la suite A une gamme de lésions 
variées témoignant pour la plupart d’un pouvoir pathogéne encore 
assez important. Plus rarement, on ne trouve qu’un foyer ancien 
fixé ou méme plus de lésions du tout. 

Seuche TIL. II : On constate des lésions trés variées, certaines 
folliculaires et typiques, d’autres fort atypiques. Mais a longue 
echéance, leur gravité reste trés élevée dans la majorité des cas, 
méme chez les cobayes inoculés avec une petite dose. 

Une particularité cependant saute aux yeux lors de |’examen 
de cette souche TIL. II: la fréquence des lésions excavées, qui 
apparaissent chez plus d’un cobaye sur quatre (fig. 3 du premier 
mémoire [4], p. 323). 

Y a-til ou non un rapport entre l’isoniazido-résistance d’une 
souche et son aptitude a former des cavités chez le cobaye ? 


Pour le savoir, nous avons entrepris un relevé systématique 
des Iésions excavées chez les cobayes inoculés avec des bacilles 
isoniazido-résistants. Nous avons étudié toutes les lésions tuber- 
culeuses nécrotiques réalisant une perte de substance parenchy- 
mateuse viscérale — pulmonaire, hépatique ou splénique — 
entourée d’une zone fibro-leucocytaire différenciée. Nous en avons 
trouvé chez 42 animaux. Nous en avons retenu 23 cas, dans 
lesquels nous avons pu établir les caractéristiques d’isoniazido- 
résistance des bacilles que ces lésions contenaient (tableau [). 
Dans 4 cas sur 23, on y trouve une population sensible. 

Nous avons constaté aussi 10 cas de cavernes chez des cobayes 
inoculés avec des bacilles isoniazido-sensibles. Ainsi, nous en 
avons observé 5 cas dans une série de 22 cobayes, inoculés avec 
0,01 mg de bacilles H37Rv et soumis 4 une recherche systéma- 
tique des cavernes au moment de l’autopsie. 

On sait depuis Marmorek (cité par Laporte [7]) que, dans les 
cas de tuberculose lente du cobaye, on observe souvent des 
nodules caséeux, et méme de véritables cavernes, dont le contenu 
présente la particularité d’étre extrémement riche en bacilles. 

Van Deinse [414] en a observé plusieurs cas dés 1948 : un cobaye 
inoculé avec 0,01 mg d’une souche humaine présentait une caverne 
pulmonaire apicale aprés huit mois et demi; un autre, inoculé 
avec le liquide péritonéal d’un cobaye tuberculisé par une souche 
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Tapteau I. — Tableau, dans l’ordre des isoniazido-résistances a l'ino- 

culation décroissantes, de 23 cobayes qui ont présenté des lésions 

excavées aprés l’inoculation, par voie sous-cutanée inguinale, de 
bacilles isoniazido-résistants. 


Résistance totale 


mg 


'Q,001 mg 


; 10 000 BK 


+ = mort spontanément ; S = sacrifié ; V = souche virulente par les bacilles résis- 

tants eux-mémes ; Vs = souche virulente par les bacilles sensibles qu’elle contient ; 

A = souche au pouvoir pathogéne atténué; G = lésions généralisées ; L = lésions 

localisées ; 4 Vinoc. = isoniazido-résistance, cxprimée en yg, de Ja souche a |'ino- 

culation ; 4 Vissue = isoniazido-résistance, exprimée en jg, des bacilles 
de la lésion excavée. 


isolés 
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bovine atypique isolée de l’homme, présentait plusieurs grosses 
cavernes pulmonaires aprés onze mois. Dans les deux ORE, all 
existait des lésions des autres viscéres. 

Pour vérifier l’existence d’un rapport entre Vapparition des 
excavations et la lenteur de l’évolution, nous avons tracé un gTa- 
phique (fig. 8) représentant la durée de l’évolution de la tuber- 
culose chez les 23 cobayes énumérés dans le tableau I, inoculés 
avec des hbacilles isoniazido-résistants et porteurs de lésions exca- 
vées. Les cavernes apparaissent le plus souvent pendant le 
sixiéme ou le septiéme mois d’évolution, ce qui constitue un 
décalage significatif par rapport a la durée d’évolution de fa 
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Fic. S. — Survie des 23 cobayes inoculés avec des bacilles isoniazido-résistants 


et présentant des lésions excavées, énumérés dans le Tableau I. Les cobayes morts 
spontanément sont représentés ici en grisé, les cobayes sacrifiés en pointillé, 


tuberculose en général, telle que la provoquent les souches H37Rv 
et TIL. II : la mort survient le plus souvent vers le troisiéme ou 
le quatri¢éme mois (fig. 5 et 6). 

Ces faits expérimentaux une fois connus, nous devons nous 
demander quelle est la vraie signification des cavernes. Témol- 
enent-elles d’une virulence atténuée ? 

Quelles que soient ses conséquences, la formation de la caverne 
est expression d’une tentative de défense de l’organisme. Lurie 
le montre bien lorsqu’il infecte par inhalation, avec des bacilles 
tuberculeux humains, des lapins de lignée résistante et des lapins 
de lignée sensible a la tuberculose : ce sont les lapins résistants 
a la tuberculose qui présentent des cavités. Cette constatation 
n’est paradoxale qu’en apparence {15} et elle s’applique fort bien 
& ce que nous observons chez le cobaye : lorsque Ja tuberculose 
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est rapide et massive, les cavités n’ont pas le temps de se former 
avant la mort de l’animal. Lorsque la souche inoculée est au 
contraire peu virulente, l’animal guérit sans en avoir présente. 
Il est logique de penser que c’est dans les cas ou la virulence 
de la souche se trouve entre ces deux extrémes que les cavernes 
apparaissent. La constatation que les cavernes se forment sur- 
tout dans les tuberculoses assez lentes le confirme. La résistance 
individuelle du cobaye doit jouer elle aussi. 

Parmi les cavernes que nous avons observées, nous remarquons 
que, dans 20 cas sur 28, la virulence de la souche a été suffisante 
pour que la caverne s’accompagnat de lésions généralisées. 

Dans les conditions de nos expériences, nous n’avons jamais 
pu trouver de différence significative entre la souche TIL. II et 
la souche H387Rv. Nous avons déja vu qu’il en était ainsi pour 
les temps de survie. Il en est de méme pour la fréquence d’appa- 
rition des cavernes: la souche TIL.II en provoque chez 
18 cobayes sur 59, la souche H37Rv chez 5 cobayes sur 22. 
Nous n’avons donc pas le droit d’affirmer que la virulence de 
la souche TIL. II soit diminuée, méme légérement. 

A plus forte raison, on peut considérer comme normales celle 
de la souche DEM., qui n’a provoqué que 7 cavernes sur 
68 cobayes, et celle de la souche BR. 1, qui n’en a provoqué 
aucune. Dans ce dernier cas, l’absence de caverne s’explique par 
la rapidité de V’évolution dont la durée n’a jamais atteint quatre 
mois. 

Il reste bien entendu que cerlaines souches récemment isolées 
de lorganisme sont beaucoup plus virulentes que la souche H37Rv, 
prise comme point de comparaison. 

‘Les souches DEM., TIL. II et BR. 1 ont provoqué chacune !a 
mort du malade. M™* Francoise Grumbach a constaté qu’elles 
avaient toutes les trois une virulence presque normale pour la 
souris. Mais, d’aprés A. Saenz fils, la souche DEM. tue le hamster 
aussi lentement que les souches isoniazido-résistantes alténuées. 


CONCLUSIONS. 


Nous avons étudié par la méthode des probits J’isoniazido- 
résistance des souches décrites dans le premier mémoire pays 

1° Nous avons étabi la valeur médiane des concentrations 
d’isoniazide, ou « C. 1.50», qui inhibent 50 p. 100 des individus 
de chacune des populations bactériennes que nous avons titrées : 


Souche DEM. 
Souche TIL. II 
Souche BR. 1 
Souche GO. 
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Nous avons déterminé la distribution de ces diverses popula- 
tions, dans l’hypothése ot cette distribution suivrait une loi 
logarithmico-normale. 

2° La virulence de ces souches pour le cobaye a été déterminée 
par le temps de survie et par la gravité des lésions pour une dose 
donnée. 

Nous n’avons pas pu trouver de différence significative entre 
la souche H37Rv et la souche TIL. II. 

Les souches DEM. et BR. 1 se comportent, elles aussi, comme 
des souches de virulence normale. 

Celle de la souche GO. est trés irréguliére. 


SUMMARY 


STUDY OF SOME ISONIAZIDO-RESISTANT STRAINS 
or Mycobacterium tuberculosis HIGHLY PATHOGENIC FOR GUINEA-PIGS. 
II. — Discussion OF THE FINDINGS. 


The isoniazido-resistance of four strains of Myce. tuberculosis 
described in an earlier paper [4] has been studied by probit 
analysis. 

1. The median value of the isoniazid concentrations, called by 
us «C. 1.50», which inhibit 50 9, of the bacilli in every popu- 
lation tested, is as follows : 


Stiragiae DBIMiss et ctstclece sytorein «oder osaie score roseledetoic lose sual eroibteae cuca s 1,14 pg 
Stravirg TN WI se teiala acpetetarebttcketercpeterscekeneierenel eusiielesccscotesletereretekes tts 3,23 ps 
SEMA TINA DIREC or leajseercte de reye ene eee ieuetoreveas: te epele etebaientterw toss reste cceltrersteve 0,12 pg 
Sit Madinah Oley eeeyuyev of a ceeheea es Sesto tseheatactoneete ees cons sbat teresa tae mbt ieeeaee ees 1,3 ps 


We have established the distribution of each population in 
the case this distribution follows a logarithmico-normal distribu- 
tion law. 

2. The virulence of these strains for guinea-pigs has been deter- 
mined by the survival time and the importance of the lesions 
for a given dose. 

We could not find any significant difference between strains 
TIL. Il and H87Rv. 

Strains DEM. and BR.1 also behave like normally virulent 
strains. 

The virulence of strain GO. is quite unstable. 
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ACTIVITE ANTITUBERCULEUSE DU PRODUIT B-663 


par H. NOUFFLARD et S. BERTEAUX (*). 


(Laboratoire de l’ Hépital Léon-Bernard, Brévannes, S.-et-O.) 


I. — ACTION IN VITRO ET SUR LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE 
DE LA SOURIS EN TRAITEMENT IMMEDIAT (TEST DE PROTECTION) 


Le produit connu sous le nom de B-663 (formule I) a éte préparé 
par Barry et ses collaborateurs dans les laboratoires de recherches 
du Medical Research Council d’Irlande [4]. Il s’agit d’un produit 
coloré ayant la particularité de s’accumuler dans les tissus aux- 
quels il donne une teinte rose vif et dans lesquels on le retrouve 
au. microscope sous la forme de cristaux violet foncé, truffant ia 
muqueuse digestive, le foie, la rate, les poumons. 


—CH(CH,) 
“~O- 


Cette accumulation dans les tissus peut présenter certains incon- 
vénients, comme Ja coloration qui en résulte, et donner quelques 
inquiétudes pour la tolérance du produit: mais elle aurait aussi 
un grand intérét si elle pouvait étre mise a profit pour des 
traitements discontinus, voire préventifs. 

Les expériences rapportées ici ont confirmé l’activité antituber- 
culeuse remarquable du B-663, signalée par Barry [2]. Les expé- 
riences qui font Vobjet de la deuxiéme partie du travail ont 
cherché & mettre en évidence les effets de Vaccumulation du 
produit. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1958. 


Annales de UInstitut Pasteur, 95, n° 4, 1958. 29 
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METHODE. 


Les essais in vitro ont été pratiqués en milieu de Dubos a l’acide 
oléique-albumine (sans Tween 80) a pH 6,8. Le B-663 est mis en 
solution dans le diméthylformamide. Des témoins solvants sont faits 
avee la concentration la plus forte de diméthylformamide utilisée. 

Souches étudiées : H37Rv (souche humaine), Ravenel (souche 
bovine), Ravenel résistant-INH (mutant résistant a VPINH de 
Ravenel sélectionné in vitro), BCG, M-607, en cultures de 8- 
10 jours en milieu de Dubos au Tween 80. 

Ensemencement : 0,01 mg/ml de milieu. 

Lecture des tests aprés huit jours a l’étuve a 37° C. 

Tous les essais in vivo ont été fails sur des souris blanches 
« Cimade » de 4 a 6 semaines. 

L’infection a différé un peu d’une expérience a l’autre et les 
détails sont indiqués plus loin a propos de chaque expérience. 
Mais les souris ont toujours été infectées par vole intraveineuse 
au moyen de la souche humaine H87Rv, en cultures en milieu de 
Dubos au Tween 80 de 5 a 9 jours, souche entretenue par de 
fréquents passages sur la souris. 

Les médicaments, B-663 ou isoniazide, ont été administrés 4 
différentes doses et selon diverses modalités, précisées & propos 
de chaque expérience, mais toujours par la bouche, incorporés 
a une alimentation faite de « gateaux » au lait et a la gélatine (1) 
donnés en quantité juste suffisante pour que la ration quotidienne 
soit intégralement mangée. Pendant les périodes de traitement, 
les témoins ont toujours recu la méme nourriture que les animaux 
traités, et en dehors des périodes de traitement, tous les animaux 
ont été nourris 4 l’aide de provendes synthétiques. 

Tous les animaux ont été maintenus en petites cages-tiroirs 
individuelles, sauf pour les observations trés prolongées, ot, pour 
des raisons de commodité, les animaux ont été transférés aprés 
plusieurs mois dans des cages communes pour un méme groupe 
ayant subi le méme traitement. 

Les animaux n’ont été sacrifiés dans aucune expérience. Les 
temps de survie ont été notés. Tous les animaux qui sont morts 
ont été autopsiés, a de rares exceptions prés (animaux mangés 
par leurs congénéres lorsqu’ils se trouvaient en cages communes). 


RESULTATS. 


I. — Activité in vitro. 


_L’activité in vitro du B-663 a été dans nos conditions d’expé- 
rience de méme ordre que celle de V’isoniazide (tableau I). 


(1) Pour 200 g de gateaux : 66 g de farine de blé, 33 g de lait, 1 g 
de CINa, 100 ml de gélatine 4 7,5 p. 100. 
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TasBieau I. 


Dernidre concentration non Inhibitrice et premidre concentration totalement 
Inhibitrice (en pg/ml) sur : 


HPV Ravenel Ravesel 8.C.6, 4.607 
rés, & INH 


0,01 = 0,05 0,01 -0,1 0,05 - 0,5 0,01 = 0,05 O,l-1 
(inhibi tion (inhibition 
partielle par pertielle par 

0,05) 0,5) 

0,01 = 0,05 0,01 = 0,05 0,01 = 0,05 linnietiton 

partielle per 


5) 


II. — Test de protection de la souris. 


La dose infectante a été de 0,06 mg de bacilles de Koch admi- 
nistrés par vole intraveineuse. Les traitements ont été commencés 
le lendemain de l’infection et poursuivis quatorze jours a la dose 
de 100 mg/kg/jour per os. 

Les durées de vie sont consignées dans le tableau II. 


TasLeAu II. 


Nombre de jours de survle depuis I infection 


Trai tements 


Témoins 


25, 26, 28, 29,29, 33, 35, 36, 39, 40, 42, 46, 46, 47, 53, 53, 54,61, 63,67, > 105 


8-663 (99)* 278,311,329 (4), 349, 363, 403, > 433, > 433, » 433 


(*) Morte probablement non tubercul couse 
("")Morte sans lésions tuberculeuses macroscopi ques. 


Un des témoins non traités, peut-tre mal inoculé, a survécu 
anormalement. Tous les autres (20) sont morts dans les deux mois 
qui ont suivi l’infection. Parmi les animaux traités par le B-663, 
si l’on excepte un animal mort accidentellement, les souris n’ont 
commencé a mourir que neuf mois aprés |’infection : 5 sur 9 sont 
mortes dans l’année, et, actuellement, avec un recul de plus de 
quatorze mois, 3 souris sont encore vivantes. 

Nous avons voulu comparer cette action 4 celle de l’isoniazide 
administré dans les mémes conditions (100 mg/kg/jour per os 
dans |’alimentation, depuis |’infection et pendant quatorze jours). 
Notre recul est moindre (quatre mois et demi), mais nous consta- 
tons déja l’action remarquable de PINH, donné a cette dose, 
méme pendant un temps aussi court: il n’est mort jusqu’a pré- 
sent de tuberculose que 2 animaux sur 13. Toutefois, ces deux 
animaux sont morts en trois mois et demi a quatre mois. ‘La 
protection parait done devoir étre moins prolongée que par le 
B-663. 
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RESUME. 


Le B-663 de Barry a, in vitro, une activité tuberculostatique 
comparable a celle de l’isoniazide, sans résistance croisée avec 
ce médicament. Dans le test de protection de la souris, il a une 
action remarquable, peut-étre prolongée plus longtemps que celle 
de V’isoniazide & la méme dose. L’accumulation du B-663 dans 
les tissus justifie des expériences de traitements tardifs, préventifs 
ou discontinus qui font l’objet de la seconde partie du travail. 


SUMMARY 


The in vitro activity of B-663, compound described by Barry, 
has been compared with that of isoniazid. It is of the same order, 
with no cross-resistance. In the mouse protection test, B-663 
has shown a remarkable activity, perhaps more prolonged than 
the activity of isoniazid. 


Il. — ACTION SUR LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DE LA SOURIS 
EN TRAITEMENTS RETARDES, PREVENTIFS OU DISCONTINUS 


Les expériences précédentes ayant montré une action antituber- 
culeuse du B-663 de méme ordre que celle de l’isoniazide, d’autres 
expériences sur la souris ont été entreprises en faisant varier les 
modalités d’administration de maniére a mettre en évidence les 
conséquences possibles de l’accumulation persistante du B-663 
dans les tissus. 


‘Les méthodes employées (infection, mode d’administration des 
médicaments, etc.) ont été décrites dans la premiére partie. 


TRAITEMENTS TARDIFS. — Dans ce type d’expériences, les 
traitements ne sont entrepris que sur des animaux arrivés au 
terme ullime de leur infection tuberculeuse. Avec lisoniazide, 
mais seulement employé a doses trés élevées, l’évolution vers la 
mort est arrétée de fagon quasi immédiate [3], mais un traitement 
de trois semaines n’a qu’ une action temporaire et la mortalité 
reprend un ou deux mois aprés l’arrét du traitement. Ce genre 
d’expériences peut donc renseigner a la fois sur la rapidité 
d’action d’un médicament et sur la durée de cette action. 


Le B-663, aux doses de 10 et 100 mg/kg/jour per os, a été 
comparé dans ces conditions a l’isoniazide aux mémes doses. 
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Les traitements ont été commencés vingt-quatre jours apres 
Vinfection, alors que, sur 91 animaux infectés (par 0,1 mg de 
bacilles par voie intraveineuse), 18 étaient déja morts. Les traite- 
ments ont été arrétés aprés trois semaines. 

Les temps de survie sont répartis dans le tableau III en deux 
groupes, selon que la mort est survenue pendant la période de 
traitement (vingt-quatri¢me au cinquante-cinquiéme jour) ou aprés 
Parrét des traitements. 


Tasieau III, 


Nombre de jours de survie depuis |'infection pour les souris mortes 


sere art Wale 


ee eae ae ee a in ae! 


27,27, 27,29, 29, 30, 30 96, 105, 110, 110, V(1),V, V 


26, 26,29, 30, 41 54,117,V,V,V,V,V,V,¥ 


27,29, 29, 35, 35 Tl, 82, 2, 82,91, IS, 104, 106, 124, V 
27 86 , 87, 89, 90, 93, 96, 96, 96, 95, 96, 98, 101, 115, ¥ 
(1) V © vivants 115 jours apras |' infection 


I] apparait clairement que le B-663 surtout a faible dose a sus- 
pendu la mortalité moins vite que l’isoniazide. Par contre, l’action 
du B-663 a été beaucoup plus prolongée que celle de lisoniazide, 
& en juger par la reprise de |’évolution aprés l’arrét des traite- 
ments. 


2° PROTECTION A L’EGARD D'UNE INFECTION TUBERCULEUSE INSTI- 
TUEE APRES L’ARRET DU TRAITEMENT. — Le B-663 a été donné 
a la dose de 10 mg/kg/jour per os a des souris non infectées. 


Tasieau IV, 


intervalle Korte! 1té 
entre arrét qand 1/2 
du trai tesent des téacine 
et Infection sont corte 


flaavre de jours de ewrvie depuls |'infoation 


29, 30, 34, 49, $0, 50, 51, 54, 57, 38, 59, 65, 65, 69, 79, 82, 89, %, 
100, 128, 136 


26,29, 33, 44, 45, 45, 47, 47, 47, 52, 54, 54, 57, 58, 58, 59,63,63, 1, | 49, 9(44, 1-86, 3) 


| 49, 49, 50, 50, 52, 54, 57, 58, 59,61,64, 64, 68, 73, 73, 74, 77, 81,04, | 63,1 (57, 1-68, 1) 
106, 107, 524 
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La moitié des animaux a été infectée deux jours et l’autre moitié 
quinze jours aprés l’arrét des traitements, en méme temps que 
des témoins de méme age. Les animaux infectés deux jours apres 
larrét ont été remarquablement protégés, ceux infectés quinze 
jours aprés l’étaient encore de facon appréciable (tableau IV). 


3° TRAITEMENTS DISCONTINUS. — Tous les traitements ont été 
institués la veille de l’infection et ils se sont répartis sur une 
durée de trois semaines, mais selon des rythmes variables (indi- 
qués sur le tableau V) d’un jour sur deux, un jour par semaine, 
ou méme moins, jusqu’a un seul jour de traitement la veille de 
infection. 


TaBLeau V. 


Trai tesents 


ae 
8-663 INH B-663 INH 


Recul 2 mois 1/2 Recul 2 mois 1/2 Recul 4 mois 
Infection 


1 jour sur 2 jcurs 


| jour par semaine 


3 jours de traitement 


2 jours de traitement 


| jour de tralteaent 
la velile de I'infeo 
tlon 

témoins non traités 


Selon ces diverses modalités ont été comparés B-663 et isonia- 
zide aux doses de 10 et 100 mg/kg/jour per os incoporés A l|’ali- 
mentation. Chaque groupe a comporté de 12 a 17 souris. 


Les résultats sont indiqués par le tableau V, avec un recul de 
deux mois et demi pour les groupes trailés par 10 mg/kg/jour 
et qui va jusqu’d quatre mois pour les groupes traités par 
100 mg/kg/jour. 

L’avantage du B-663 apparait avec évidence dans les traite- 
ments discontinus. Tant que les arréts du traitement sont courts 
(traitements un jour sur deux) les résultats sont les mémes 
avec les deux médicaments et aussi bons avec 10 qu’avec 
100 mg/kg/jour (tout au moins dans les limites des durées 
d’observation). Par contre, dés que les périodes de traitement 
s'espacent, Vavantage du B-663 apparait. La supériorité de la 
dose la plus forte apparait aussi. Lorsque le traitement a été 
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réduit 4 un jour d’administration la veille de l’infection, le B-663 
apporte encore une certaine protection, tandis que lV’isoniazide est 
sans action dans ces conditions (2). 


RESUME. 


L’accumulation dans les tissus du B-663 lui donne un avantage 
tout a fait remarquable dans des circonstances expérimentales ot 
cet avantage peut étre mis en évidence: traitement bref d’une 
tuberculose déja avancée, infection aprés interruption du traite- 
ment, traitements intermittents. 


SUMMARY 


B-663 has a remarkable activity on experimental mouse tuber- 
culosis even when given in a short treatment started on an 
advanced infection, or when given prior to infection, or on inter- 
mittent administration. This phenomenon seems to be due to 
the accumulation of the drug in the tissues. 
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COMPARAISON 
DE L’ACTIVITE DE DIVERS ANTIBIOTIQUES 
AU COURS D’INFECTIONS EXPERIMENTALES 
DU RAT ET DE LA SOURIS 


par Fernand BOYER (*). 


(Intitut Pasteur, Service de Chimie thérapeutique B) 


I. — InrRODUCEION. 


La plupart des essais de chimiothérapie antibactérienne ont 
été poursuivis chez la souris. Cet animal, d’un entretien et d’une 
manipulation trés faciles, répond fort bien aux infections expé- 
rimentales, D’autre part, sa petite taille permet de n’utiliser que 
de faibles quantités de produit pour réaliser un grand nombre 
d’expériences. Ce fait ne correspond cependant pas toujours 4a la 
réalité comme nous allons le démontrer par les résultats rap- 
portés ci-dessous. Nos expériences ont été réalisées comparati- 
vement chez la souris et chez le rat, infectés avec les mémes 
souches de bactéries également pathogénes pour ces deux espéces 
animales. Nos animaux ont été infectés en méme temps, avec ia 
méme culture. Les traitements ont été effectués dans les mémes 
conditions pour les deux groupes d’animaux. 


Il. — MATERIEL ET METHODES. 


Nous avons utilisé des souris pesant de 18 a 22 ¢ et des rats 
de 100 a 120 g. 

Nos essais ont porté sur trois infections expérimentales : 
streptococcie, pneumococcie et infection 4 Klebsiella pneumoniae. 
Les animaux ont recu par voie intrapéritonéale une dose de 
germes tuant tous les animaux témoins entre la vingt-quatriéme 
et la quarante-huitiéme heure aprés inoculation, soit, pour ta 
souris 0,5 ml d’une dilution a 10-*, dans le liquide de Tyrode, 
d’une culture de vingt-quatre heures et pour le rat 1 ml d’une 
dilution a4 10—* de la méme culture. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1958. 
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Les traitements ont été effectués avec cing produits différents : 
deux antbiotiques de synthése, le para-amino-phényl-sulfamide 
(1162 F) et la para-diamino-diphényl-sulfone (1858 F ou DDS), 
deux antibiotiques d’origine fongique, la pénicilline et la strepto- 
mycine, et un antibiotique obtenu soit par synthése soit par 
culture du Streptomyces venezuelae, la chloromycétine. Ces pro- 
duits ont été administrés per os, en suspension dans de l'eau 
gélosée a 1 p. 1000, par gavage a la sonde, ou par voie sous- 
cutanée en solution dans de l’eau physiologique a 8 p. 1 000. 


iil. — Resunrans. 


Les résultats obtenus sont rassemblés dans les graphiques 
représentés par la figure 1. 

Le graphique I représente une expérience réalisée chez des 
rats et des souris infectés avec Streptococcus pyogénes, souche 
Digonnet 7. Les rats de la courbe 1 et les souris de la courbe 3 
ont été traités avec de la DDS, administrée per os, en deux trai- 
tements de 1 mg, a vingt-quatre heures d’intervalle. La premiére 
dose de médicament a été donnée dés l’infection. Les rats de !a 
courbe 2 et les souris de la courbe 4 ont recu ce méme produit 
par vole sous-cutanée 4 raison de 0,5:mg par injection, dans les 
mémes conditions que pour le traitement per os. 

Les résultats de cette expérience montrent que des rats pesant 
de 100 4 120 g sont guéris dans la proportion de 90 4 100 p. 100 
avec deux traitements de 1 mg de DDS per os ou de 0,5 mg par 
vole sous-cutanée. Avec des doses identiques, 20 p. 100 seulement 
des souris de 18 a 22 ¢ survivent au dixiéme jour de Vexpé- 
rience. 

Dans la deuxiéme expérience de traitement de la streptococcie 
expérimentale (graph. II), les rats (courbe 1) et les souris 
(courbe 3) ont regu, per os, 0,1 mg de DDS deés l’infection et 
0,1 mg vingt-quatre heures plus tard. D’autre part, les rats 
(courbe 2) et les souris (courbe 4) ont été traités avec du 1162 F 
administré dans les mémes conditions que la DDS, mais a raison 
de 10 mg par dose. La aussi le traitement chez les rats donne 
des résultats nettement supérieurs : 70 p. 100 de survivants le 
dixiéme jour avec cette faible dose de DDS et 40 p. 100 avec le 
sulfamide, contre 0 a 20 p. 100 de survivants chez la souris. 

Les bons résultats obtenus dans le traitement de la_streplo- 
coccie ne sont pas particuliers 4 cette infection. Les deux expé- 
riences représentées par le graphique III, infection 4 Diplococcus 
pneumoniae, groupe I, souche Til, et IV, infection a Klebsiella 
pneumoniae, souche Caroli, font ressortir, ]4 aussi, le net avan- 
lage existant dans le cas des rats traités avec de la DDS. Tous 
les animaux ont recu ce produit per os, dans les mémes condi- 


NOMBRE D’ANIMAUX NOMBRE D’ANIMAUX 


NOMBRE D’ANIMAUX. 


GRAPHIQUE |.- S/reptococcus pyogenes 
10 


=(aeeenle 
fe) 


GRAPHIQUE Il.- Streptococcus pyogenes 
10 


O 2 4 6 8 lO 


G i APHIQUE IV.-A/ebsiella pneumonice 


—— 7F.=TEMOINS RATS 
7S.=.TEMOINS SOURIS 
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tions que pour la streptococcie, le traitement étant cependant 
poursuivi pendant trois jours au leu de quarante-huit heures. 

Alors que pour protéger 30 p. 100 environ des souris infectées 
avec le pneumocoque il est nécessaire d’administrer 2 me de 
DDS par jour pendant trois jours (courbe 3) et que 1 mg n’a 
qu’une trés faible action (courbe 4), les mémes doses, dans les 
mémes conditions, assurent la survie de 100 p. 100 (courbe 1) 
et de 90 p. 100 (courbe 2) des rats traités. La dose de 0,5 mg 
(courbe 5) protege aussi bien le rat que celle de 2 mg donnée a la 
souris. Les résultats obtenus contre l’infection a Klebsiella pneu- 
moniae sont encore plus spectaculaires. A la dose maximum 
tolérée par la souris [2 mg] (courbe 3) et 1 mg (courbe 4), on 
n’obltient pas de survivants au cinquiéme jour de |’expérience. 
Par contre, tous les rats traités avec 2 mg (courbe 1) et 80 p. 100 
de ceux traités avec 1 mg (courbe 2) survivent le dixiéme jour 
apres l’infection. 

I] nous a paru intéressant de comparer le comportement du rat 
et de la souris, infectés avec du streptocoque et traités dans les 
mémes conditions avec trois antibiotiques d’origine fongique. 
Nous nous sommes adressé a la pénicilline, a la streptomycine et 
au chloramphénicol. ‘La pénicilline (50 unités) et la streptomycine 
(1,5 mg) ont été administrées par vole sous-culanée en deux 
injections par jour pendant deux jours. Le chloramphénicol, peu 
soluble, a été donné per os: chaque animal a recu une seule 
dose de 10 mg par jour, également pendant deux jours. 

Le nombre de survivants au dixiéme jour de l’expérience est 
nettement supérieur chez la souris : 70 p. 100 avec la pénicilline 
(courbe 1), 40 p. 100 avec la streptomycine (courbe 2) et 20 p. 100 
avec le chloramphénicol (courbe 3). Les mémes doses adminis- 
irées aux rats n’en protégent que 10 p. 100 dans le cas de la 
pénicilline (courbe 4). Avec la streptomycine (courbe 6) et le 
chloramphénicol (courbe 5), tous les animaux sont morts au 
quatriéme et au cinquiéme jour de l’expérience. 

Ces résultats sont exactement inverses de ceux oblenus avec 
les traitements par la sulfone et le sulfamide. 


IV. — Discussion ET CONCLUSION. 


Les résultats que nous avons rapportés ci-dessus montrent 
d’une facon trés nette que le rat répond mieux que la souris au 
traitement sulfoné et sulfamidé. 

On aurait pu supposer, a priori, qu il s’agissait d’une meilleure 
absorption de ces produits par l’appareil digestif du rat. Ce rai- 
sonnement n’est pas valable pour plusieurs raisons : 

1° L’administration de la DDS per os ou par voie sous-cutanée 
donne les mémes résultats favorables ; 
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2° Le taux de sulfonémie chez des souris de 20 g, ayant regu 
une seule dose de 1 mg de DDS per os, est d’environ 2,5 mg 
p. 100 une heure apres de traitement et de 0,15. mg p. 1002" Ja 
vingt-quatriéme heure. Chez des rats de 100 g ayant recu cette 
méme dose, les taux sont de 0,4 mg et 0,15 mg p. 100 aux mémes 
heures. La dose de 0,1 mg adminisirée deux jours de suite, et qui 
suffit pour protéger environ 70 p. 100 des rats infectés avec du 
streptocoque, permet de retrouver des traces seulement de pro- 
duit diazotable dans le sang de ces animaux. 

3° La souris de 20 g présente des signes d’intoxication (agita- 
tion) dés que le taux de sulfonémie dépasse 3 mg p. 100, ce qui 
nécessite une dose de DDS per os légérement supérieure a 2 mg. 
Les mémes signes apparaissent chez les rats de 100 ¢ lorsqu’ils 
ont ingéré 10 A 12 mg de ce produit. La dose toxique pour les 
animaux de ces deux espéces est donc parallele. 

Bien que les souches microbiennes utilisées dans nos expé- 
riences soient également virulentes pour ces deux sortes d’ani- 
maux, les rats succombent avec un léger retard par rapport aux 
souris, quel que soit le nombre de germes injecté. C’est pour- 
quoi nous avons toujours infecté les premiers animaux avec un 
nombre de bactéries deux cents fois supérieur, bien que leurs 
poids ne soit que de cing a six fois plus élevé. 

Ce léger retard de la mort des rats par rapport aux souris ne 
justifie pas, & notre avis, la meilleure action de la sulfone et du 
sulfamide, d’autant plus qu "il ne joue pas lors du traitement par 
des antibiotiques d’origine fongique. 


Il nous parait plus logique de rendre responsables les défenses 
naturelles de Vorganisme des animaux. ‘La sulfone et le sulfa- 
mide sont connus pour n’avoir qu’une action bactériostatique. I] 
suffit dune trés petite dose de ces produits dans les humeurs de 
Vorganisme du rat pour arréter la multiplication des germes 
injectés et permettre leur destruction par les défenses naturelles. 
C’est pourquoi on obtient facilement la guérison de tous les 
animaux infeclés, avec des doses relativement faibles de médi- 
cament. Chez la souris, dont les moyens de défense sont bien 
moindres, il est pratiquement impossible d’obtenir les mémes 
résultats, méme en administrant la dose maximum tolérée et en 
poursuivant le traitement pendant cing a six jours. 


Dans le cas de la pénicilline et de la streptomycine, ces pro- 
duits étant bactéricides, le rdéle de l’organisme de l’héte a moins 
d’importance, ce qui ‘explique les résultats différents obtenus 
dans nos expériences, par rapport aux traitements avec les agents 
bactériostatiques. [Le chloramphénicol, trés légérement bactéri- 


cide, protége presque aussi bien, a dose égale, le rat et la souris, 
malgré leur différence de poids. 
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Ce sont la des hypothéses que nous nous efforcons de vérifier. 

En conclusion, nous pensons qu’en ce qui concerne les pro- 
duits ayant une action uniquement bactériostatique, il est intéres- 
sant d’uliliser le rat comme animal d’expérience en chimiothé- 
rapie. Cet animal, beaucoup plus sensible aux traitements sul- 
foné et sulfamidé, peut rendre service dans l’étude de l’activité 
et du mode d’action de ces produits et de leurs dérivés. 


Vil Resin 


Le rat a été trés peu ulilisé pour |’étude du traitement des 
infections expérimentales. 

Les expériences que nous venons de rapporter montrent que 
cet animal répond beaucoup mieux que la souris au traitement 
par la diamino-diphénylsulfone (DDS) et par le para-amino- 
phényl-sulfamide (1162 F). Il nous a été facile de guérir 100 p. 100 
des rats de 100 A 120 g infectés par trois germes différents : 
Streptococcus pyogenes, Diplococcus pneumoniae et Klebsiella 
pneumoniae. 

Dans les mémes conditions, les mémes doses de ces médica- 
ments, administrées 4 des souris de 20 4 22 g, permettent la pro- 
tection de 20 4 30 p. 100 seulement de ces animaux infectés avec 
les mémes cultures. Méme en utilisant des doses supérieures de ces 
produits, et en prolongeant le traitement pendant cing a six jours, 
on n’arrive jamais 4 protéger la totalité des souris infectées. 

La dose de ces substances tolérée par le rat est cing 4 six fois 
supérieure a celle tolérée par la souris, ce qui est en accord avec 
la différence de poids. Les taux de sulfonémie obtenus sont aussi 
paralléles au poids de ces animaux. 

Au contraire, il n’y a aucun avantage a utiliser le rat dans les 
essais avec la pénicilline, la streptomycine, le chloramphénicol. 

Ces faits tiennent, 4 notre avis, a la meilleure défense de l’orga- 
nisme des rats, trés favorable dans Je cas des produits uniquement 
bactériostatiques, mais d’une importance moindre en ce qul 
concerne les substances a action bactéricide. 


SUMMARY 


COMPARISON OF ACTIVITY OF DIFFERENT ANTIBIOTICS 
IN EXPERIMENTAL INFECTION OF RATS AND MICE. 


Very few experiments have been made on rats in the study of 
experimental infections. 

The author’s experiments show that rats respond much better 
than mice to treatment with DDS and 1162 F. 
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100 */, of rats infected with three different germs (Streptococcus 
pyogenes, Diplococcus pneumoniae and Klebsiella pneumoniae) 
have been easily cured. In the same conditions, the same dosages 
of these drugs protect only 20 to 30 °/, of mice. Even when the 
treatment lasts five to six days, it is not possible to protect 100 °/, 
of the infected mice. 

The dosages tolerated by rats are five to six times higher than 
those tolerated by mice, which corresponds with the weight diffe- 
rence between the two animal species. Sulfonemic ratios also 
correspond to the animals’ weight. 

On the contrary, the use of rats in experimental treatment with 
penicillin, streptomycin and chloramphenicol does not present 
any advantage. 

These results seem to be due to a better natural défence mecha- 
nism in rats, an important condition in the case of bacteriostatics, 
but less important in the case of bactericidal substances. 


ETUDE D’ANTIGENES TREPONEMIQUES 
(SOUCHE REITER) 
EMPLOYES DANS LA REACTION 
DE FIXATION DU COMPLEMENT 
POUR LE SERODIAGNOSTIC DE LA SYPHILIS 


par M. G.-L. DAGUET, J. PILLOT et M. FAURE (*). 


(Laboratoire Central de Sérologie de l Hépital Saint-Louis 
et Institut Pasteur, Paris) 


Cette étude a pour objet d’évaluer la spécificité et la sensibilité 
de différentes préparations antigéniques 4 base de tréponémes 
de culture, souche Reiter, et de préciser ce que syphiligraphes 
et immunologistes peuvent attendre de telles préparations. Elle 
comporte également la comparaison de plusieurs types de pré- 
parations: des tréponémes totaux, des extraits proléiques de 
tréponémes délipidés et des préparations protéiques purifiées 
A Taide de diverses méthodes de fractionnement. 


MATERIEL ET METHODES. 


Ce travail porte sur l’examen de 293 sérums provenant de 
94 sujets normaux, de 184 sujets syphilitiques et de 25 « réac- 
teurs biologiques faussement positifs » (B. F. P.): sujets sans 
antécédent ni signe clinique de syphilis dont les sérums ont donné 
des réactions positives avec les antigénes lipidiques. Remarquons, 
4 propos de cette derniére catégorie, que l’on a pu réunir ces 
25 échantillons a la suite de l’examen de 5000 sérums ayant 
requis un contréle sérologique approfondi. 

Ces 293 sérums ont été étudiés a l’aide de quatre catégories de 
réactions sérologiques : 


(*) Manuscrit recu le 6 juin 1988. 
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1° Test d’immobilisation de Nelson qualitatif (T. P. I.) a titre 
de référence (1); 

2° Floculation : technique de Kline a titre de comparaison ; 

3° Fixation du complement avec un antigéne cardiolipidique 
el avec plusieurs antigénes a base de tréponémes de Reiter. 

Les essais dont les résultats sont rassemblés dans les tableaux I, 
Il, Iff et IV ont été exécutés a l'aide de la technique de Kolmer 
a dose rédutte avec une fixation du complément de dix-huit heures 
i 4 4°. ‘Le protocole figuré dans le tableau V a été exécuté selon 
la technique d’Osler, Strauss et Mayer [4]. Dans tous les cas, on 
« utilisé comme diluant le tampon véronal avec Cat+ et Mgt+ 
selon la formule de Mayer [4]. Les suspensions globulaires ont 
été étalonnées a l'aide du photométre de Vernes; cet appareil 
a été utilisé également pour les lectures de l’hémolyse a 50 p. 100. 

Les sérums examinés ont été conservés stérilement & — 20° 
avant usage. Dans tous les essais, a ]’exception du _ protocole 
figuré dans le tableau V, le titre des sérums dont on a examiné 
les dilutions en progression géométrique de raison 1/2 a été défini 
par V’inverse de la plus haute dilution donnant une positivité 
franche, la dilution suivante donnant une positivité douteuse ou 
nulle. L’unité 1 = positivité franche avec du sérum pur, dou- 
teuse ou nulle a 1/2. 

Dans les réactions de fixation du complément, on a ullisé de 
Vantigéne a base de cardiolipine (antigéne de 1|’Institut Pasteur) 
et les antigénes a base de tréponémes de Reiter suivants. 

1° Tréponémes totaux : I. P. 22 et 25 et Pallignost. 

2° Extraits protéiques de tréponémes délipidés: I. P. 10, 17 
eh el 

3° Antigénes protéiques purifiés : Proteine-Antigen De Bruijn, 
Antigene treponemico proteico purificato (A. T. P. S.), I. P. 24 
Gl 26. 

On a employé comme complément, soit du sérum de cobaye 
lyophihsé I. P., soit du sérum de cobaye préparé a Saint-Louis 
et conservé & — 50°. Les titrages du complément effectués pour 
chaque protocole ont montré, dans 15 essais sur 20, que la concen- 
tration de complément nécessaire était la méme avec les différents 
antigénes a l’exceplion du Pallignost ; dans 5 protocoles, en pré- 
sence d’antigene a base de cardiolipine, la concentration de 
complément nécessaire a été de 15 & 20 p. 100 supérieure a celle 


(1) Actuellement, on tend A attribuer au test de Nelson une valeur 
rigoureuse : réaction positive = certitude de syphilis ; réaction néga- 
tive en absence d’antécédent et de signe clinique = pas de syphilis. 
La valeur de ce test et les services qu’il rend n’ont plus besoin d’étre 
prouvés ; cependant, il serait étonnant qu’une réaction biologique 
puisse posséder une valeur absolue. 
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requise en présence des antigénes Reiter, Pallignost excepte. 
Parmi les antigénes a base de tréponémes de Reiter, seul le Palli- 
gnost a toujours exigé une concentration de complément égale ou 
légérement supérieure a celle requise en présence de cardio- 
lipine ; les autres anligénes Reiter se sont comportés de facon 
identique lors du titrage du complément. 

Le sérum hémolytique (I. P.) a été utilisé aux dilutions de 
1/400 pour les essais figurés en I, II et III, 1/800 pour les essais 
figurés en IV et 1/1 000 pour les essais figurés en V. 


R&sULTATS. 


1° Examen comparatif de 116 sérums de sujets normaux, 
B. F. P. et syphilitiques a V’aide des réactions suivantes : T. P. L., 
Kline, Kolmer cardiolipine et Kolmer Reiter I. P. 10 (tableau I). 

Normauz : 1 positif en Kolmer cardiolipine, douteux en Reiter. 

B. fF. P.: Sur 7 sérums positifs en Kolmer cardiolipine et en 
Kline, 1 seul positif en Reiter. Le Reiter est plus proche du 
T. P. I. et parait donc plus spécifique que la cardiolipine. 

Syphilis primaire: Sensibilité par ordre décroissant : Kline, 
Kolmer cardiolipine, Kolmer Reiter, T. P. I. nettement en retard. 
Noter que le Reiter ne s’avére pas positif avant la cardiolipine. 

Syphilis secondaire : Sensibilité par ordre décroissant : Kolmer 
cardiolipine, Kline, Kolmer Reiter; T.P.I. positif dans tous 
les cas. 

Syphilis latente: Kolmer Reiter, Kline, Kolmer cardiolipine ; 
T. P. I. positif dans tous les cas., 

Syphilis tardive : Sensibilité par ordre décroissant : Kolmer 
Reiter, Kline, Kolmer cardiolipine; T.P.I. positif dans tous 
les cas. 

En conclusion, lantigéne Reiter I. P. 10 apparait plus spéci- 
fique que les antigénes cardiolipidiques, moins sensible dans les 
syphilis récentes, plus sensible dans les syphilis latentes et tar- 
dives et plus proche du T. P. I. que les antigénes cardiolipidiques. 


2° Examen comparatif de 70 sérums de sujets normaux, B. F. P. 
et syphilitiques a l'aide des réactions: T. P.I., Kline, Kolmer 
cardiolipine et Kolmer Reiter I. P. 17 (tableau II). 

Normauz : Tous négatifs. 

Boe Pre specimene, du Reiter iréss proche dish I. 

Syphilis primo-secondaire : Par ordre de sensibilité décrois- 
sante : Kolmer cardiolipine, Kolmer Reiter et Kline. 

Syphilis latente et tardive : Kolmer cardiolipine, Kolmer Reiter 
et Kline présentent la méme sensibilité qui est inférieure a celle 
dawleP. I. 

L’antigéne I. P.17 a été utilisé a la dilution de 1/40; on 
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a examiné une dizaine de sérums avec ce méme antigene a la 
dilution de 1/80 et on a obtenu des résultats équivalents. 
Mémes conclusions que pour l’antigéne I. P. 10. 


3° Examen comparatif de 107 sérums de sujets normaux, 
B. F. P. et syphilitiques a l’aide des réactions: T. P.I., Kline, 
Kolmer cardiolipine et Kolmer Reiter I. P. 21, 22, 24, 25 et 26 
(tableau III). 


Normauz : On reléve plusieurs résultats positifs (faibles) avec 
Kolmer cardiolipine et Kotmer Reiter I. P. 21, 22, 24, 25 et 26 

B. F. P.: Spécificité, les 5 antigénes Reiter sont équivalents ; 
ils donnent 50 p. 100 de résultats négatifs, ils sont done dotés 
d’une meilleure spécificité que les antigénes cardiolipidiques. 

Syphilis primo-secondaire : Par ordre de sensibilité décrois- 
sanle : Kolmer cardiolipine, les 5 préparations Reiter sans écart 
significatif, Kline, T. P. I. nettement en retard. 

Syphilis latente et tardive: Par ordre de sensibilité décrois- 
sante : Kolmer cardiolipine, Kline, les 5 préparations Reiter sans 
différence significative. 

Syphilis traitée avec T. P. I. encore positif : par ordre de sen- 
sibilité décroissante : Kolmer Reiter et Kolmer cardiolipine, Kline. 

Total des unités obtenues : Kline 439, Kolmer cardiolipine 3017, 
I. P. 21 1171, I. P. 22 1080, I. P. 24 1321, I. P. 25 1500, I. P. 26 
1062. 


En conclusion, on n’a pas rencontré de différence significative 
entre les 5 préparations d’antigéne de Reiter. 


4° Examen comparatif de 10 sérums de sujets atteints de 
syphilis secondaire a lVaide des réactions : T. P. I., Kline, Kolmer 
cardiolipine, Kolmer Reiter Pallignost, A. T.P.S., Proteine 
Antigeen De Bruijn, I. P. 10 (tableau IV). 

Sensibilité des antigénes classée par ordre décroissant : NKolmer 
cardiolipine 576 unités, Kline 28 unités, Pallignost 246 unités : 
A. T. P. S., Proteine Antigeen et I. P. 10 donnent des résultats 
équivalents, 

En conclusion, dans la syphilis secondaire, la sensibilité des 
préparations a base de tréponémes de Reiter est inférieure a celle 
des antigénes cardiolipidiques. Ce tableau montre également la 
remarquable constance des résultats donnés par la réaction de 
Kline. 


ho 


5° Titrage d’un mélange de sérums de sujets syphilitiques 
a Vaide de la technique d’hémolyse 4 50 p. 100 de Mayer avec 
un antigéne cardiolipidique et avec 5 préparations 4 base de tré- 
ponémes de Reiter (tableau V). 
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TABLEAU V. 


I.P. 25 
Entier 


TePe cet 
Extrait 


eames, 
Purifié 


ANT TGENE 


Classement des anligénes par ordre de sensibilité décroissante : 
cardiolipine, Reiter I. P. 25, I. P. 26, I. P. 21, I. P. 22 et I. P. 25. 
Les écarts observés entre les différents antigénes de Reiter ne 
sont pas significatifs, 


Discussion. 


Comment se présentent la spécificité et la sensibilité des réac- 
tions de fixation du complément effectuées avec divers antigénes 
a base de tréponémes de Reiter lorsqu’on les compare aux réac- 
tions obtenues avec un antigéne cardiolipidique et A la lumiére 
des résultats donnés par le test d’immobilisation de Nelson ? 

1° Il ressort de ce travail qu’il n’existe pas de différence signi- 
ficative entre les réactivités des divers antigénes Reiter examinés 
ici. ‘Les différentes préparations utilisées se sont avérées dotées 
de réactivités trés voisines, qu’il s’agisse de corps tréponémiques 
entiers ou d’extraits protéiques purifiés. 

2° La stabilité des préparations antigéniques s’est montrée trés 
correcte. ‘Le titre antigénique est demeuré remarquablement cons- 
tant pendant au moins un an a la température de la glaciére et 
méme a la température du laboratoire. Seul l’antigene Pallignost 
a présenté un pouvoir anticomplémentaire apres une conservation 
de plus de deux ans. 

3° Spécificité des antigénes Reiter. Les divers antigénes 4 base 
de tréponémes de Reiter se sont montrés dolés d’une spécificité 
nettement supérieure a celle des antigénes cardiolipidiques. 
D’aprés les résultats obtenus dans cette étude, les réactions 
effectuées avec les antigénes Reiter se situent, sur le plan de la 
spécificité, entre le T. P. I. et la sérologie lipidique. On n’a pas 
observé, a cet égard, de différences significatives entre les pré- 
parations constituées par des tréponémes totaux ou par des 
extraits protéiques bruts ou purifiés. 

4° Sensibilité des antigénes Reiter. 

a) Evaluée dans les cas de syphilis trés récente examinés ici, 
la sensibilité de ces antigénes a toujours été inférieure a celle de 
Vantigéne cardiolipidique utilisé dans la réaction de fixation du 
complément. Par contre, la sensibilité des antigénes Reiter a été 
souvent supérieure a celle de l’antigéne de floculation de Kline. 
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Comparés au T.P.I., les antigénes Reiter ont donné des réac- 
tions plus précocement positives. 

b) Evaluée dans les cas de syphilis latente, tardive et traitée, 
la sensibilité des antigénes Reiter s’est avérée équivalente a celle 
des réactions lipidiques, mais inférieure a celle du T. P. I. 

5° La reproductibilité des réactions effectuées avec les anti- 
génes Reiter est analogue a celle de toutes les réactions de fixa- 
tion du complément, c’est-d-dire sujette a quelques variations 
dues au systeme hémolytique utilisé. Ces variations portent sur 
1 ou 2 dilutions du sérum, quelquefois 3. Elles sont supérieures 
a celles que l’on observe, en pratique courante, avec les réactions 
de floawiniien dont la constance est remarquable. 


CONCLUSION. 


On sait que les antigénes préparés a partir du tréponéme de 
Reiter révélent, par la réaction de fixation du complément, un 
anlicorps différent de la réagine de Wassermann mise en évi- 
dence a l’aide des antigénes lipidiques et différent également de 
Vanticorps immobilisant décelé par le test de Nelson [2 a 10}. 

Les méthodes de détection de cet anticorps ne présentant 
aucune difficulté technique, 4 l’inverse de la détection de |’anti- 
corps immobilisant, il parait utile d’employer les antigénes Reiter 
en paralléle avec les antigénes cardiolipidiques. 

Sur le plan pratique, l’emploi d’un antigéne Reiter est indiqué 
dans tous les cas ot il faut effectuer un examen approfondi d’un 
sérum, notamment dans les cas embarrassants posant des pro- 
blemes de diagnostic difficiles. 


SUMMARY 


Srupy or TREPONEMA ANTIGENS (REITER’S STRAIN) 
USED FOR THE SERO-DIAGNOSTIC OF SYPHILIS BY MEANS 
OF THE FIXATION COMPLEMENT REACTION. 


Antigens prepared with Reiter’s Treponema with a view 
the fixation complement reaction evidence an antibody which 
different from the Wassermann’s reagin (d emonstrated by means 
of lipid antigens), and different also from Nelson’s antibody. 

The demonstration of this antibody does not present any tech- 
nical difficulty (which is not the case for Nelson’s antibody) and 
it seems convenient to use Reiter’s and cardiolipid antigens 
comparatively. 

In practice, Reiter’s antigen must be used when thorough exa- 
mination of a serum must be realized, particularly in the case 
of difficult diagnostic problems. 


[4] 


[2] 
[3] 
[4 
[5 


—<os 


[6 
[7] 


[8] 
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EFFET RHIZOSPHERE COMPARE DU LIN 
EN CULTURE HYDROPONIQUE ET EN TERRE 


par M.-A. CHALVIGNAC (*). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Dans une note antérieure [4] nous avons tenté de dégager les 
principaux facteurs qui pourraient étre responsables de la fatigue 
des sols trop cultivés en lin. 

Les observations faites au laboratoire ont montré que cette 
« fatigue » provoque, en particulier, la prolifération d’un cham- 
pignon, le Fusarium, qui attaque le collet des plantes. Les essais 
préliminaires ont également montré que le Fusarium vivait a |’ état 
de saprophyte dans les terres saines. 

La question qui se pose est done la suivante : pourquoi ce 
champignon se multiplie-t-il et devient-il pathogéne a la suite de 
cultures répétées de lin? 

Pour cette étude, trois principaux points ont été retenus, a 
savolr : 

1° L’influence des oligo-éléments ; 

2° L’action de substances toxiques émises par les racines de 
lin s’accumulant dans le sol au cours des cultures successives ; 

3° L’influence des sécrétions radicellaires sur la flore tellurique. 

C’est ce dernier point que nous envisageons ici. 

Une premiére série d’expériences a permis de constater, a la 
suite de cultures répéltées de lin, un retentissement sur certains 
groupes constitutionnels de la flore tellurique au niveau des 
racines. 

Nous savons que c’est cette partie du sol immédiatement en 
contact avec les racines qui constitue le milieu microbien le plus 
soumis a l’influence des excrétions de celles-ci. On peut dire que 
c’est également dans cette zone appelée rhizosphére que les inter- 
relations seront les plus intenses et les plus perceptibles entre, 
dune part, la plante qui par ses excrétions radicellaires dans la 
terre modifie l’équilibre tellurique préexistant et, d’autre part, le 
ee réservoir des microorganismes dont |’ équilibre est propre a ce 
sol, 


(*) Manuscrit recu le 9 juin 1958. 
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Dans ce travail, nous cherchons avant tout a préciser le role 
di a la plante en développement, c’est-a-dire l’action des exsudats 
radicellaires sur la microflore tellurique en nous efforcant d’éli- 
miner au maximum V influence liée a la structure de la terre elle- 
méme,. 

Pour ce faire, nous nous sommes adressé a la culture hydro- 
ponique qui permet un effet rhizosphére dépendant uniquement de 
lexsudat. La microflore apporlée par une dilution de terre, ou 
mieux par un mélange de terres diverses, élimine les « facteurs 
physiques et chimiques de la terre », tout en respectant la variété 
des espéces telluriques. Dans de telles conditions, au cours de 
la croissance de Ja plante, il se fera une sélection quantitative et 
qualitative des espéces les mieux adaptées aux sécrétions radi- 
cellaires de la plante. Ceci nous conduit donc a un effet rhizo- 
sphére caractéristique, quasi indépendant de la terre. On peut 
ains} penser que la terre la plus appropriée A une plante donnée 
sera celle dont l’effet rhizosphére se rapprochera le plus de celui 
obtenu en milieu liquide, puisque ce dernier dépend seulement 
de Vexsudat caractéristique de la plante. | 


PRINCIPE DE LA METHODE. 


A partir d’une plante cultivée sur un milieu minéral liquide 
de composition définie, ensemencé avec la microflore d’une terre 
donnée, nous cherchons quels sont les groupes physiologiques 
plus particuhérement stimulés par l’exsudat radicellaire d’une 
plante en croissance. 

TECHNIQUE. 


Dans des tubes de 20 x 3 cm contenant 20 ml de la solution 
minérale (adapatée 4 la culture du lin) de Bérner et Rodema- 


cher [2] : 


CHNOAE, aah aaaonuaonebucdc.cperds caoaoancusbeowanonDneos Openers: 
INQ Sospnatcuonsoocu susaspom hao mood onnooo np ocoroddn dat Wie 
EGO. Sanda aabdanosaadn beac odvaucquaoGoocadomdgauouanc 02 ¢g 
Mice NOY, TEI). so boopcdeoagdeoe TOL conOaeo Moda DNSyONoOns oo 0.2508 
GO) 1B, conatuconapnroouongoonotosconomrrDoaoDodonEOnns 4 0,04 ¢ 
Ch Wit iO) outacenooes cote ousononcoswacnbodouobuooUds 0,005 & 
NOME, coodecoonseos cooonnboDaGPotb onan ocegaaDbOguOOUUeE 0,002 2 
Olam SEMONE codannedoosbods 106 pooonemooRCUdoDy uoOtoHNS 1 p. 1 000 
aU iSttl Cements recline es tepe cot ierarscalctacttska eta aevanetere eeetore Q.S.  p. 1000 


on introduit un cylindre de verre de 5 x 1 cm contenant une 
mince couche de laine de verre placée au niveau d’affleurement 
du liquide nutritif, et destinée 4 supporter les graines de lin. 
Aprés bouchage au coton et autoclavage du dispositif vingt 
minutes 4 110°, les graines, stérilisées dix minutes dans Cl,Hg 
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a 1 p. 1000, lavées cing fois en eau distillée, sont introduites 
stérilement sur la laine de verre (ceci dans le but d’éliminer la 
microflore apportée par les graines). Le milieu est ensemence avec 
2 ml d’une suspension-dilution de terre 4 10~*. Le témoin de 
méme composition ne recoit pas de graine. 

Aprés trois semaines de végétation a la température du labora- 
toire, les racines des plantules se sont développées dans le milieu, 


DILUTIONS 


Fic. 1. — Ammonification. 


en y lachant leurs produits d’excrétion, eux-mémes utilisés par 
la microflore présente. 

On procéde alors 4 l’analyse ; 1 ml du milieu est prélevé dans 
le tube contenant les plantules ainsi que dans le tube témoin. 
On effectue une série de dilutions de 10—* a 10-*. Chacune de 
ces dilutions sert 4 ensemencer les milieux sélectifs pour la mise 
en évidence des principaux groupes physiologiques du cycle de 
azote et du carbone, & savoir ammonification, dénitrification 
protéolyse pour le cycle de l’azote, amylolyse pour le cycle du 
carbone. 
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La nitrification n’a pu étre mesurée, la terre elle-méme est trop 
pauvre en germes nitrificateurs pour en prévoir encore a la 
dilution 10—* utilisée pour l’ensemencement. Il en est de méme 
pour les fixateurs d’N. 

L’appréciation de la flore totale se fera a Vaide du milieu 
liquide a l’extrait de terre [3]. Toutes les mesures sont effectuées 
selon les techniques en usage courant au laboratoire (4) 


Fic. 2. — Protéolyse. 


Resuttats des courbes A-+ fig. 1, 2 et 3. 


La comparaison des courbes d’activilé du milieu (émoin sans 
plante avec celles du milieu planté permet de conclure & un 
effet rhizosphére non douteux se traduisant par une stimulation 
de tous les groupes physiologiques analysés. Seule Pactivité amy- 
lolytique, trés faible dans le témoin, n’a subi aucun phan emen: 

En ce qui concerne la microflore totale, le coefficient rhizo- 
sphére/témoin est d’environ 6. 
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CoMPARAISON AVEC LA RHIZOSPHERE NATURELLE, EN TERRE. 


Notre but est ensuite de comparer l’effet rhizosphére obtenu en 
milieu liquide, a l’effet rhizosphére tel qu’il existe dans le sol. 
Les échantillons de terre, prélevés le plus prés possible du 
chevelu radicellaire et a différentes périodes de la végétation, 


DILUTIONS 


~~ Témoin (nitrites) 


-—-—-- 


SS OE ee eS Ee 
lin? 5. 1425 OW ROM ONOBIIAIZ NS 
JOURS 


Fic. 3. — Dénitrification. 


sont soumis a l’analyse microbiologique par les mémes techniques 
que ci-dessus. 

‘ Ms ; 3 

Nous rapportons ici quelques résullats. Seule la période de 
trois semaines aprés la germination y est mentionnée. 


Résuttats des courbes B: fig. 1, 2 et 3. 
_ Sumulation trés nette des groupes physiologiques, sauf pour 
Vamylolyse ot l’effet serait plutot négatif. 


Pour la flore totale, rhizosphére/sol témoin = 3. 
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La comparaison des deux effets rhizosphere sur les graphiques A 
et B montre des résultats extrémement voisins avec une ampleur 
plus grande des phénoménes dans la culture hydroponique. 


CONCLUSION. 


L’étude de la réaction de la microflore tellurique a la culture 
d’une plante, en condition hydroponique, montre que cette réac- 
tion est assez voisine de celle observée dans le sol, in situ. Il 
y a done la un procédé commode pour réaliser au laboratoire 
une sorte de rhizosphére artificielle. Les conditions expérimen- 
tales peuvent étre bien définies et reproductibles. La méthode a 
l’avantage de permettre une analyse plus poussée de l’effet rhizo- 
sphere et de son mécanisme en réduisant le nombre des facteurs 
en cause, en particulier la structure physique et la composition 
chimique de la terre, pour n’en garder que les deux facteurs 
essentiels : la microflore et la plante. Il est permis d’espérer que 
des conditions de composition du milieu pour culture hydropo- 
nique permettront d’analyser la succession de chacune des réac- 
tions biologiques au sein de la rhizosphére. 


SUMMARY 


COMPARATIVE RHIZOSPHERE EFFECT OF FLAX 
IN HYDROPONIC CULTURE AND IN SOIL. 


The reaction of the telluric microflora to the culture of a plant 
in hydroponic condition, is much alike the one observed in soil 
in situ. It is then possible to find an easy procedure to realize 
in the laboratory an artificial rhizosphere. The experimental 
conditions are well defined and reproducible. The method 
allows a thorough analysis of the rhizosphere effect and of its 
mechanism, because it reduces the number of factors involved, 
particularly the physical structure and the chemical constitution 
of the soil, to two essential factors : the microflora and the plant. 

The different constitutions of the hydroponic culture medium 
allow to analyse the succession of biological reactions within the 
rhizosphere. 
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ACTIVITE BIOLOGIQUE COMPAREE 
DES RHIZOSPHERES DU SEIGLE ET DE LA VESCE, 


EN CULTURE PURE OU MIXTE 


par N. BALICKA (*). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Dans les pays d’Europe Centrale, or réalise souvent des 
cultures mixtes de légumineuses et de graminées, pour amélorer 
a la fois la valeur du fourrage et l’état du sol. A cet effet, c’est 
le mélange « seigle et vesce » qui est le plus répandu. 

Il nous a paru intéressant d’étudier les rhizosphéres de ces 
plantes, afin d’en juger l’activité microbiologique et de rechercher 
la relation entre cette derniére et l’action proprement « agrono- 
mique ». Nous avons donc examiné l’influence du seigle et de la 
vesce sur certains phénoménes microbiologiques, en les cultivant 
soit seuls, soit mélangés. 


I. — TECHNIQUES DE CULTURE. 


Deux séries d’expériences en pots ont été effectuées : la pre- 
miére en automne 1957 (au ‘mois d’octobre), la seconde au prin- 
temps 1958 (au mois d’avril). Le milieu de culture est A base de 
sable de Fontainebleau, additionné de graviers pour en améliorer 
Vaération et enrichi par une solution nutritive. Le principe des 
deux séries d’expériences reste le méme ; seule change la compo- 
sition de la solution nutritive. 

Dans la premiére série, chaque pot recoit : 500 @ de sable 


mélangé au gravier, 32 ml de milieu liquide de Rovira, 8 ml 
d’extrait de terre et 0,02 ml de solution d’oligo-¢iéments. Le 
milieu liquide de Rovira a pour formule : PO,HK,, 1 g¢; CIK, 
7 -¢4-S0,Ca,2,5 @ 5 SOMe-2> ¢SeP0.), 0a. 05 o- PO We, 
0,5 ¢; NO,K, 2 g; eau distillée, 1000 ml. Aprés stérilisation, 
les pots sont inoculés avec la microflore totale du sol, par addi- 
tion d’une suspension aqueuse de terre, 4 raison de 1 g de terre 


par pot. ‘La terre ayant servi d’inoculum est un sol courant d’agri- 


(*) Manuscrit recu le 9 juin 1958. 
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culture provenant de la Station Agronomique de Versailles, bio- 
logiquement assez riche (environ 11 millions de germes par 
gramme). 


Dans la deuxiéme série d’expériences, chaque pot regoit : 
1500 g¢ de sable mélangé au gravier, 150 ml de solution saline 
de Schander et 80 ml a’ extrait de terre. L’inoculum est apporteé 
par la méme terre que précédemment, mais a raison de 5 ¢ par 
pot. Quant a la solution de Schander, sa formule est la suivante : 
(NO;),Ca, 0,4 9% SOMe, 0,25 os POLHK,- 0,16; 85 (NOMS 
0,09 ¢; PO,HK,, 0,08 g; Cl,Fe, traces; solution d’oligo- 
éléments, 1 ml; eau distillée, 1000 ml. 

Aprés germination, les graines des plantes en expérience sont 
placées dans les pots, au nombre de 14 graines par pot dans la 
premicre série d’expériences et de 22 dans la deuxiéme. Au 
total, 16 pots sont chaque fois préparés : 4 témoins sans culture 
(T), 4 cultivés en seigle (S), 4 cultivés en vesce (V) et 4 conte- 
nant seigle et vesce en culture mixte (S + V). Les espéces 
employées sont Secale cereale et Vicia villosa. 


Pendant toute la durée des expériences, la teneur en eau du 
sable est maintenue 4 environ 60 p. 100 de sa capacité de réten- 
tion. D’autre part, les graines n’ayant pas été stérilisées, il est 
a noter que leur microflore accompagnatrice doit venir s’ajouter 
a la microflore totale apportée par la terre. Les rhizosphéres 
formées ont done une double origine microbiologique. 


II. — TECHNIQUES D’ ANALYSE. 


L’étude de l’activité biologique des rhizosphéres en cause a été 
réalisée a trois stades différents de la croissance végélale : le 
premier correspondant a trois semaines aprés germination, le 
deuxiéme a cing semaines et le troisiéme a sept semaines. ‘La 
premiére série de cultures a fourni les deux premiers stades ana- 
lysés, la deuxiéme, le dernier. 

Pour l’analyse, on préléve soit 10 g de sable témoin (T), soit 
10 @ de racines correspondant a chaque culture (S, V, S + V). 
Les racines sont enlevées délicatement, afin de conserver les 
particules de sable qui y adhérent (= rhizosphére proche). On 
réalise une série de dilutions décimales de 10—? a 10—* par la 
technique habituelle de laboratoire. La dilution 10—* est obtenue 
en agitant chaque échantillon prélevé dans 100 ml d’eau stérile, 
pendant trente minutes. 


Les dilutions-suspensions ainsi réalisées sont ensemencées sur 
les milieux habituellement utilisés, au laboratoire, pour l'étude 
des groupes physiologiques des cycles de l’azote et du carbone. 
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Dans le cycle de l’azote, nous avons étudié : 

1° ‘Le groupe des fixateurs d’azote aérobies (Azotobacter) sur 
milieu liquide au mannitol [4] et celui des anaérobies (Clostridium) 
sur milieu liquide au glucose [2] ; 

2° Le groupe des protéolytiques, sur milieu a la gélatine [8]; 

3° [Le groupe des ammonifiants, sur milieu liquide a la tyro- 
sine [4] ; 

4° Le groupe des nitreux et celui des nitriques, en milieux 
liquides [5] ; 

5° Le groupe des deénitrifiants, en milieu nitraté, glucosé [5]. 

Dans le cycle du carbone : 

1° Le groupe des hémicellulolytiques, sur milieu liquide 
a hémicellulose [6] ; 

2° Le groupe des cellulolytiques, en milieu liquide avec cellu- 
lose broyée [7] ; 

3° Le groupe des pectinolytiques, en milieu solide {8}. 

En outre, des numérations de microflore totale ont été effec- 
tuées, par culture des dilutions-suspensions en extrait de terre 
liquide [9]. 

Enfin, la derniére partie de cette étude a été consacrée 
a des essais de groupes nutritionnels, suivant la technique de 
Lochhead [40, 44]. 


(DUT, == Rissa. 


En général, l’activité microbiologique des témoins sans culture 
se montre inférieure 4 celle des rhizosphéres. Quant aux diffé- 
rences entre les rhizospheres, elles apparaissent moins signifi- 
catives et parfois nulles, pour certains groupes physiologiques. 


A. — GROUPES PHYSIOLOGIQUES. 


Cycle de N. 


a) Fixation de l’azote atmosphérique : Les fixateurs d’azote ne 
sont, en aucun cas, nombreux. Il n’y a pas d’Azotobacter et les 
Clostridium sont raves, surtout dans les témoins. En effet, la 
richesse en Clostridium dans les divers échantillons est la suivante 
(exprimée par un indice correspondant a l’inverse de la puissance 
des dilutions positives). 


APRES APRES 

3 SEMAINES 5 SEMAINES 
Echantillonsilmeeeretees 1,6 1,0 
fichantillons) Sierra: 3,3 28) 
Echantillons av sacreeeeee 2 2,3 


Echantillons S+V...... 2,6 
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b) Protéolyse : Les courbes d’activité protéolyltique sont don- 
nées dans la figure 1. Elles montrent une protéolyse toujours 
moins forte dans le témoin, comparativement aux rhizospheres. 
Il n’apparait pas de différences significatives entre ces rhizo- 
sphéres, quel que soit le stade de végétation envisagé. 


O 
1O-!L Apres 3 semaines 
TEMOINS 
———, SzIGLE 
-3L 


pe ee VESCE 
MELANGE 


7 semaines 


= ee 
- Sip 
Yao. 
NESE SS ee ee ee ee = 
| (ar i= 7S SS Sea 
3 ( 5 
OWES 
Fic. 1. — Protéolyse. 


c) Ammonification : La figure 2 illustre le pouvoir ammonifiant 
des échantillons testés. On peut y voir que le maximum d’activilé 
est le fait des rhizosphéres de la vesce (V) et du mélange seigle- 
vesce (S + V). Cet effet rhizosphére, sur l’ammonification, est 
surtout sensible aux stades ultérieurs de développement. Notons 
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que des résultats dans le méme sens ont été obtenus par 


Katznelson et Rouatt, 1957 [42]. 


d) Nitrification : Aucun effet rhizosphere n’est visible sur l’acti- 


zs : 
10 Aprés 3 semaines 
=3)|_ 
TEMOIN 
: a SEIGUE 
fees VESCE = 
=—=2 —_ MELANGE Wann sanneercs mans 
1@=t 1 L 1 
5 10 is 
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Apres 5 semaines 


Fic. 2. — Ammonification (disparition de la tyrosine). 


vité nitrifiante, qui est d’ailleurs trés faible. Cette activité peut 


s’exprimer ainsi (en indices correspondant 
sance des dilutions positives) : 


a Pinverse de la puis- 
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Germes nitreuz 


APRES APRES APRES 
3 SEMAINES 5 SEMAINES 7 SEMAINES 
TD eee iste,esore em 1,3 2 iS; 
SU ceemeatee ea 1,6 2 0,6 
Vo Sxcease eee 3 2 les 
Si Verses 2,6 1 1,3 
Germes nitriques 
APRES APRES APRES 
3 SEMAINES OD SEMAINES 7 SEMAINES 
AD ora eratete (ote tecare 0,6 2, 3 1,6 
Ee one wees 1,6 7 1 
Vik . SAB AROgD Bc 1 re 2 
SoD. ctovererers 1 2 1,6 


Notons que divers auteurs ont, contrairement 4 nous, observé 
un effet rhizosphére sur la nitrification. Tel est le cas, par 
exemple, de Mitrophanowa (43). 

e) Nitrato-réduction : La disparition des nitrates (fig. 3) est la 
plus intense dans le cas des rhizosphéres de la vesce (V) et du 
mélange seigle-vesce (S + V), comme pour l’ammonification. 
Par contre, l’apparition des nitrites est, dans l’ensemble, assez 
homogéne (fig. 4). Le stade ammoniacal n’a pas été décelé. 


Cycle de C. 


a) Hémicellulolyse : La figure 5 groupe les courbes d’activité 
hémicellulolytique de tous les échantillons, apres diverses périodes 
de croissance. Elle permet de constater une augmentation de 
Vhémicellulolyse avec le temps ; apres sept semaines, en effet, 
Vactivité est plus forte qu’aprés cing semaines. Ce phénoméne 
se produit aussi bien avee les témoins qu’avec les rhizospheres. 
Parmi ces derniéres, c’est celle du seigle qui apparait la moins 
active. 

b) Cellulolyse : Dans tous les cas, la cellulolyse s’est montrée 
faible et sensiblement égale. Les dilutions limites avoisinent 10—°. 


c) Pectinolyse: Le nombre de bactéries pectinolytiques aug- 
mente par effet rhizosphére, surtout dans Je cas de la vesce, ainsi 
qu'il ressort des chiffres suivants : 


ike orpsqacacnoTnedsovadd I meSponbor 31 000 pectinolytiques/g de terre 
Se eictele wcic lena ss aistelstale siete statevalele ave 110 000 pectinolytiques/g de terre 
Vides ci faiciorctis anette oe em ose te 200 000 pectinolytiques/g de terre 


EE Ee etn ane SOP REA HOD Oemo™ 220 000 pectinolytiques/g de terre 
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B. — MicrorLoRe TOTALE. 


La microflore totale a toujours été trouvée stimulée, en pré- 
sence de plantes, aux trois stades d’analyse. En millions par 
gramme de terre, le nombre de germes atteint est de : 


APRES APRES APRES 
3 SEMAINES 3 SEMAINES 7 SEMAINES 
ipa Cecio ae 4 3,5 13 
Sy eidindod s500q5 17,5 25 110 
Vi Sageouamoods 20 80 120 
Site VW Aeeaston ite 30 30 50 
O _— 
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3 semaines 
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3} 
baaene VESCE 
=o MEEANGE 
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BO 5 10 5 
fo) | 
a) 10) 
= 
=) a 
>1 0-1 
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xa 2S h 
i \ NS 
| SS E > 
-5 Nose 
pe a ee ——— 
10-74 Sa 
at He ad. 
5 10 | 
JOURS = 
Fic. 5. — Hémicellulolyse (disparition des hémicelluloses). 


Ces chiffres montrent tout d’abord qu’il y a prolifération micro- 
bienne au cours du temps, méme en absence de plantes, puis- 
qu’au bout de sept semaines le témoin se trouve trois fois plus 
riche. Ensuite, la vesce parait exercer l’effet rhizosphére maximum 
car le nombre de germes est toujours plus fort en sa présence 
qu’en celle du seigle. L’effet rhizosphére du mélange est le plus 
variable, car il se situe tantot aprés celui du seigle et de la vesce, 
tanlot entre les deux, suivant le temps. 
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C. — GROUPES NUTRITIONNELS. 


Inspirés de la technique de Lochhead, des essais de classement 
de germes en groupes nutritionnels ont été réalisés. Dans ce but, 
nous avons isolé a partir de chaque échantillon (témoin et rhizo- 
spheres), 50 a 60 souches de bactéries ou d’actinomycétes. Cha- 
cune d’elles a ensuite été tesiée, par ensemencement sur deux 
types de milieux, Je premier contenant de l’azote organique, le 
second de l’azote minéral. La formule du premier milieu est : 
PO,HK,, i gs SO,Me;, 0,05. : CLCay Og nClNay Ole 
peptone Difco, 1 g ; eau de levure, 10 ml; eau distillée, 1 000 ml. 
La formule du second : PO,HK,, 1 ¢; SO,Mg, 0/05 ¢ ; Cl)Ca, 
0,1 g3 CINa, 0,1 ¢> NO,K, 1 3) mannitol 5 24 ean dictiilae, 
1 000 ml. 

D’aprés la croissance des souches sur ces deux milieux, elles 
peuvent étre classées dans l’un des trois groupes suivants : 

Premier groupe, formé de germes proliférant uniquement ou 
préférentiellement sur milieu 4 N organique ; 

Deuxiéme groupe, formé de germes indifférents a la source 
d’azote (mimérale ou organique) ; 

Troisiéme groupe, formé de germes se développant exclusi- 
vement ou préférentiellement sur milieu a N minéral. 

Le classement de tous les germes isolés, suivant ces critéres, 
donne le pourcentage de souches par groupe exposé dans le 
tableau I. 


TaBLeau I, 


Ceci montre que le maximum de germes indifférents A la source 
d’azote se trouve dans la rhizosphére de la vesce, suivie de prés 
par celle du mélange seigle-vesce. Dans le témoin et dans !a 
rhizosphére du seigle dominent, par contre, les germes préférant 
l'azote organique. Il semble done que la microflore des rhizo- 
sphéres de la vesce et du mélange seigle-vesce soit la plus poly- 
valente vis-a-vis de Vazote. Cette observation s’accorde avec les 
analyses précédentes, qui avaient déja décelé la forte activité 
ammonifiante et dénitrifiante de cette microflore. 

Une autre confirmation des résultats de la technique des 
groupes physiologiques, en dilutions, par les résultats de la 
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technique des groupes nutrilionnels a été oblenue en ensemencant 
toutes les souches isolées sur milieux électifs pour protéolyse et 
pour dénitrification. La réponse des souches ainsi testées va tou- 
jours dans le méme sens que les résultats obtenus par la tech- 
nique des dilutions. De plus, quelques souches pures se montrent 
douées du pouvoir de réduire les nitrates jusqu’au slade ammo- 
niacal ; ces souches sont plus nombreuses dans les témoins que 
dans les rhizosphéres. 

Vis-a-vis de la dénitrification, on peut répartir les germes isolés 
en trois classes: celle produisant des nitrites, celle faisant dis- 
paraitre les nitrates sans formation de nitrites ni d’ammoniaque 
décelable, et enfin celle formant de lVammoniac. Les pourcen- 
tages de germes appartenant a ces trois classes sont rapportés 
dans le tableau II. 


TaBLEAvu II. 


% de germes % de germes 
faisant disparaftre formant NH? 
5 
NO 


IV. — CoNncLusIONs. 


1° Les expériences décrites prouvent une activité microbiolo- 
gique supérieure dans les rhizosphéres du seigle et de la vesce, 
comparativement aux témoins. L’effet rhizosphére observé est 
bien da aux plantes, puisque, dans tous les cas, l’inoculum bac- 
térien est le méme. 

2° Les racines, par leurs excrétions ou exfoliations, créent un 
milieu favorable a la croissance des groupes physiologiques du 
cycle du carbone, spécialement a celle des pectinolytiques et des 
hémicellulolytiques. 

3° En ce qui concerne le cycle de l’azote, leffet rhizosphére 
est posilif, en général. Le pouvoir ammonifiant se trouve stimulé, 
surtout en présence de vesce, ce qui est en faveur de la présence 
d’acides aminés dans les excrétions radiculaires. Cette supério- 
rité de la rhizosphére de vesce, par rapport a celle du seigle, se 
retrouve d’aileurs pour d’autres fonctions microbiennes. Ceci 
suggére une certaine spécificité d’action suivant la nature des 
plantes en culture. 
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4° Le développement des germes utilisant |’azote minéral est 
également favorisé dans les rhizosphéres. La nitrification, elle, 
nest pas stimulée. 

5° Les résultats d’analyse du mélange seigle-vesce sont assez 
variables. Tantot ils sont trés voisins de ceux de la rhizosphere 
de vesce, suggérant peut-étre la dominance d'action de cette 
plante en culture mixte; c’est le cas pour l’ammonification, la 
dénitrification, l’hémicellulolyse et la pectinolyse. Tantot l’effet 
rhizosphére du mélange apparait inférieur a celui de l'une ou 
l'autre des monocultures, traduisant méme une légére action 
inhibitrice par rapport a ces monocultures. 


SUMMARY 


BIOLOGICAL ACTIVITY OF RYE AND VETCH RHIZOSPHERES 
IN PURE OR MIXED CULTURES. 


1. The experiments demonstrate a greater microbiological acti- 
vity in rye and vetch rhizospheres than in controls. The rhizo- 
sphere effect observed is actually due to the plants, since in 
each case, the bacterial inoculum is the same. 

2. The excretions and exfohations of the roots create a medium 
which is favourable to the growth of the carbon cycle physiolo- 
gical groups, particularly to the growth of pectinolytic and hemi- 
cellulolytic organisms. 

3. As to the nitrogen cycle, the rhizosphere effect 1s generally 
positive. The ammonifying capacity increases, particularly in 
the presence of vetch, which suggests the presence of amino 
acids in the roots excretions. This superiority of the vetch rhizo- 
sphere also exists in the case of other microbiological functions. 
This suggests a certain specificity of action according to the nature 
of the plants. 

4. The development of germs utilizing mineral nitrogen also 
increases in rhizospheres. Nitrification is not stimulated. 

5. The results with rye-vetch mixtures are rather inconstant : 
sometimes they are very alike those of the vetch rhizosphere, 
which suggests the predominance of the plant activity in mixed 
cultures ; sometimes the rhizosphere effect of the mixture is less 
pronounced than that of any of the monocultures, showing even 
a slight inhibitory activity for these monocultures. 


* 
xk 
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LIVRES REGUS 


A. J. Rhodes et C. E. van Rooyen. — Tealbook of Virology. 3° édition. 
1 vol., 642 p., 80 fig., The Williams and Wilkins Company, édit., 
Baltimore, 1958. Prix: $ 10,--. 


Dans cette troisitme édition de leur ouvrage les auteurs ont conservé 
le titre de « Manuel » qwu’ils avaient adopté pour la premiére édition, 
leur but étant resté le méme: présenter un résumé des connaissances 
essentielles sur les maladies A virus et 4 rickettsies de 1’homme. Etant 
donné le développement qu’a pris cette question au cours des dernicres 
années, il ne peut s’agir, en effet, que de décrire l’essentiel, d’autant 
plus que les techniques de laboratoire pour le diagnostic des maladies 
ad virus et a rickettsies se sont multipliées et que leur emploi est 
devenu de plus en plus fréquent, ce qui a conduit Jes auteurs a accroitre 
de facon importante les chapitres qui leur sont consacrés. Ce livre 
s’adresse donc surtout aux étudiants en médecine et bactériologie, aux 
médecins praticiens, mais il sera également un précieux aide-mémoire 
pour les chercheurs de laboratoire. 


Fae 
A. Engstrom et J. B. Finean. — Biological Ultrastructure. 1 vol., 326 p., 
162 fig., Academic Press Inc., Publishers, New York, 1958. Prix : 


Introduction & ]’étude des structures organiques 4 1l’échelle molécu- 
laire, cet ouvrage expose, en raccourci, les méthodes de recherche et 
les derniers résultats acquis dans différentes branches et surtout en 
biologie animale. 

Aprés une revue des techniques utilisables ot bonne place est faite 
a la diffraction en rayons X, les auteurs dressent un tableau des 
principes régissant la structure dans l’espace des molécules organiques. 
Parmi les chapitres consacrés aux principaux éléments constitutifs de 
la matiére vivante, les plus largement développés concernent naturel- 
lement Jes protéines ainsi que les lipides et les lipo-protéines. De 
nombreux schémas éclairent une documentation approfondie sur 
chaque sujet. 


12. 1D), 


VWécanismes d’autoreproduction: mécanismes généraux, constituants 
du cytoplasme, hérédité contagieuse et cytoplasmique, anticorps, 
acides nucléiques des virus, virus des végétaux, transferts géné- 
tiques, virus des animaux et relation avec les cellules (Exposés 
annuels de Biologie cellulaire, 1957), publiés sous la direction de 
J. André Thomas. 1 vol., 430 p., 23 fig., Masson, édit., Paris, 
1958. Prix : 5 000 fr. 


Cette troisiéme série des Exposés actuels de Biologie cellulaire analyse 
les mécanismes de l’autoreproduction, C’est tenter d’élucider certains 
mécanismes fondamentaux de la vie, aux divers degrés de complexité 
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structurale, des virus aux cellules des étres supérieurs. Des synthéses 
provisoires auxquelles les progrés récents permettent de parvenir se 
dégage déja la notion de l’unité des mécanismes généraux spécialement 
en ce qui concerne : 

L’hérédité contagieuse et hérédité cytoplasmique, ot Ph. L’Héritier 
analyse essentiellement le cas du facteur A la fois infectieux et héré- 
ditaire de la drosophile. Il montre que, selon toute vraisemblance, }a 
continuité de linfection dans les lignées dites stabilisées n’est pas 
assurée par la forme infectieuse du virus, récupérable par broyat et 
inoculation, mais par une forme masquée, intégrée au systeme géné- 
tique de l’insecte. La multiplication du virus doit étre étroitement 
synchronisée avec celle des divers organites cellulaires : le virus est 
transmis héréditairement comme un constituant normal. 

La formation des anticorps, o& P. Grabar montre la complexité du 
phénoméne hautement spécifique de la formation des anticorps et ses 
modalités actuelles : paralysie immunitaire, tolérance acquise, réponses 
multiples, transfert de la capacité de synthétiser des anticorps, etc. 

L’organisation des acides nucléiques et l’autoreproduction chez les 
virus : dans cet exposé qui, tout a la fois, prolonge A certains égards 
celui qui le précéde et constitue une introduction de haute qualité 
aux quatre qui le suivent, E. Barbu aborde des probiémes essentiels 
et difficiles : comment Jes deux types de constituants chimiques géné- 
raux, acides nucléiqjes et protéines, sont liés, organisés dans les virus ; 
quelles sont les relations entre la synthése des virus dans la cellule 
et celle des constituants cellulaires, forme végétative non infectieuse 
et forme infectieuse libérée : quels sont, en somme, les mécanismes 
dintégration fonctionnelle, et enfin l’autoreproduction de quelques 
virus animaux. 

Rapport physiologique entre virus et cellule héte, ot M'° Cateigne 
at C. Hannoun analysent les rapports physiologiques entre virus et 
cellules, principalement a partir des travaux effectués sur le virus 
gerippal. Chaque stade du cycle viral, de l’invasion 4a la libération, 
est étudié : adsorption et récepteurs cellulaires, pénétration, phase de 
latence, stade végétatif, maturation, libération de virus infectieux 
composé de ses fractions essentielles, antigéne soluble et hémagglu- 
tine, virus incomplets, etc. 

J.-C. L. 


- José Bonifacio Fonseca. — Blastomicose sul-americana, Estudo das 
lesoes dentarias e paradentarias sob o ponto de vista clinico et 
histopatologico. Sao Paulo, 1957. 


Thése (Faculté de Pharmacie et d’Odontologie de Sao Paulo, Brésil) 
réalisée sous la direction du professeur C. da Silva Lacaz et qui envi- 
sage les localisations dentaires et paradentaires de cette blastomycose 
générale qu’est la maladie de Cutz Splendore et de Almeido. Vingt- 
cing sujets ont été étudiés. La contamination se fait vraisemblable- 
ment par le m&chage d’herbes ou de feuilles contaminées par Para- 
coccidioides brasiliensis. Les localisations dentaires et gingivales sont 
probablement le point de départ des disséminations ultérieures du 
champignon, d’ot l’intérét du dépistage et du traitement 4 ce stade. 
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Etude radiologique, mycologique et histopathologique des lésions. 
L’aspect pathogéne est facilement décelé dams le granulome macro- 
phagique uriapical. Il est plus difficile & mettre en évidence par 
l’examen direct des sécrétions. 

Etude des lésions associées. 

Traitement efficace par les sulfamides. 

La présentation, l’iconographie, l’importance de ce travail font hon- 
neur 4 son auteur et A ses maitres de l’active Faculté de Sao Paulo. 

be, by. 


A Ciba Foundation Symposium. The cerebrospinal fluid. Production, 
Circulation and Absorption. J. et A. Churchill Ltd, édit., Londres, 
1958. 


Dans la série des « Ciba Foundation Symposia» vient de paraitre 
(1958) un 39° volume consacré au liquide céphalo-rachidien (produc- 
lion, circulation et absorption). Ouvrage de 335 pages sur papier couché 
abondamment illustré de photographies, schémas et diagrammes. 
L’agrément de sa présentation est & la hauteur de la qualité du texte. 
Cinq chapitres sont consacrés 4 l’embryologie, l’histologie, la physio- 
logie des plexus choroides. Les deux suivants étudient la production 
et la circulation du L. C.-R. Un autre les rapports entre vitamines et 
L. C.-R. Deux autres les relations qui existent entre L. C.-R. et systéme 
nerveux central. Enfin cing chapitres s’attachent a l’apport de la 
médecine, de la chirurgie dans ]’étude de la circulation du L. C.-R. 
avec un essai sur le mécanisme de l’hydrocéphalie. 

Chaque chapitre est suivi d’une discussion. 

Ouvrage indispensable & quiconque s’intéresse au L.C.-R. et a ses 


enveloppes. L. L. 

M. Lamotte. — Initiation aux méthodes statistiques en biologie. 1 vol., 
140 pages, 26 fig., 10 tableaux, Masson et Ci, édit., Paris, 1957. 
Prix : 2 000 fr. 


La biologie ne saurait se contenter aujourd’hui de simples descrip- 
tions qualitatives et d’opinions subjectives. Qu’il s’agisse de médecine 
ou d’agriculture, de systématique ou de génétique, de physiologie ou 
de hbactériologie, un phénoméne que l’on n’appréhende pas de facon 
quantitative ne peut étre considéré comme connu. On exige désormais 
des données précises et concrétes, parfaitement définies, c’est-d-dire 
des données numériques, d’ot. lextréme diffusion des méthodes 
statistiques. 

Dans guelle mesure les résultats peuvent-ils étre considérés comme 
valables, quelle est la sécurité des résultats obtenus ? 

Ce sont 1a les « probleémes» qui sont traités dans cet ouvrage. 

Wee al lke 


H. J. Parish. — Antisera, toxoids, vaccines and tuberculins in prophy- 
laxis and treatment. 1 vol., 256 p., Livingstone, édit., Edimbourg 
et Londres. 


Il s’agit de la 4° édition du livre de Parish, dont la premiére remonte 
a 1948. Son but est d’exposer clairement les problémes de Ja fabri- 
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cation et de l’utilisation des vaccins, sérums et tuberculines. Apres 
quelques généralités sur Vimmunité, les diverses méthodes d’adminis- 
tration des antigénes et des anticorps et les réactions sériques, vient 
le chapitre des sérums_ thérapeutiques : anlitoxiques, antivenimeux, 
antibactériens et antiviraux. 


La partie consacrée A l’immunisation active contre les maladies 
bactériennes et 4 quelques réactifs pour diagnostic comprend : réaction 
de Schick et immunisation antidiphtérique, vaccinations combinées, 
réaction de Dick et immunisation contre la scarlatine, vaccinations anti- 
staphylococcique, antitétanique, contre la gangréne gazeuse, etc., les 
tuberculines, le BCG. 


Le dernier chapitre a trait aux vaccins antiviraux et antirickettsies, 
en particulier antivariolique, antirabique, anti-amaril et anti-poliomyé- 
litique. 

Trés bien présenté, agrémenté de nombreuses photographies, ce livre, 
destiné aux étudiants en fin de scolarité, est concu dans un but 
pratique : ainsi pour le BCG un tableau résume la conduite 4 tenir 
dans les différentes éventualités. Un dernier chapitre, historique, 
contient les dates des pincipales découvertes relatives aux sérums, aux 
vaccins et aux tuberculines. UD Abe 


P. Wigand. — Morphologische, biologische und serologische FEigens- 
chaften der Bartonellen. Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 1958. 


Cette monographie comprend 1]’étude des propriétés de certaines Bar- 
tonelles. Haemobartonella muris, Eperylthrozoon coccoides, Haemobar- 
tonella muris-musculi et Bartonella bacilliformis sont successivement 
étudiés. L’auteur passe en revue : 


1° La morphologie par les méthodes classiques et grace a la micro- 
scopie électronique. 2° La partie biologique : infection, transmission, 
spécificité parasitaire, chimiothérapie, etc. 38° Enfin, il étudie les 
propriétés sérologiques de différentes Bartonelles : fixation du com- 
plément, apparition et disparition des anticorps dans le sérum des 
animaux infectés et traités, etc. 


L’auteur propose pour terminer de séparer le genre Bartonella du 
groupe Haemobartonella et Eperythrozoon. I] insiste sur les affinités 
des Eperythrozoon et des anaplasmes qui sont, en effet, manifestes 
(voir Lwoff et Vaucel, Ann. Inst. Pasteur, 1931, 46, 258; Neitz, 
Llexander et Du Toit, Onderstep. J. vet. Sci., 1934, 3, 263). Il ne faut 
pas oublier, cependant, que les Bartonelles du chien présentent un 
stade morphologiquement trés voisin du stade des Erythrozoon. Il ne 
faut pas oublier surtout que dans le sang des malades atteints de 
fievre de Oroya ou de singes atteints de la maladie expérimentale, 
on a décrit des Eperythrozoon typiques. Ou bien il s’agit d’un stade 
du cycle de Bartonella bacilliformis, ou bien il s’agit d’un parasite 
indépendant. De toutes facons, ces données ne devraient pas étre 
passées sous silence dans une discussion des affinités du genre Bar- 
tonella et de ses relations avec le groupe Haemobartonella-Eperythro- 
zoon. Tea} be 
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